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ВВЕДЕНИЕ 
Актуальность темы исследований 
В настоящее время в связи с повсеместным загрязнением объектов 
окружающей среды, ослаблением производственного контроля качества питьевой 
воды и продуктов питания, а также снижением иммунитета у населения, имеет 
место стремительное распространение возбудителей инфекционных заболеваний 
бактериальной этиологии. Наиболее распространенным возбудителем 
инфекционных заболеваний бактериальной этиологии являются бактерии группы 
кишечной палочки Escherichia coli. Являясь грамотрицательным патогеном, 
бактерии E. coli в норме населяют нижнюю часть кишечника теплокровных 
животных и человека. Однако, некоторые штаммы E. coli способны вызывать 
самые различные заболевания, включая тяжелые пищевые отравления, перитонит, 
кольпит и сепсис. Грамположительные бактерии Staphylococcus aureus относятся 
к возбудителям множества кожных и инфекционно-токсических заболеваний. 
Ключевыми факторами в борьбе с бактериальными патогенами являются: 
быстрое и точное обнаружение источника инфицирования и контроль 
распространения бактериальных агентов в окружающей среде. 
В современной клинической и лабораторной диагностике используют 
методы бактериального посева с подсчетом колоний, иммуноферментного 
анализа и ДНК-анализа для идентификации патогена и определения степени 
обсемененности анализируемой пробы. Несмотря на широкое распространение, 
данные методы имеют ряд существенных недостатков. В частности, метод 
бактериального посева требует значительных временных затрат (2-3 дня) и 
позволяет определить содержание бактерий в пробе с точностью одного порядка 
(10 или 100 КОЕ/мл). Методы иммуноферментного анализа и ПЦР являются 
более экспрессными и точными, однако проведение процедуры определения 
патогенов требует поддержания специализированных (стерильных) условий, 
наличия сложного и дорогого оборудования, а также специалистов высокой 
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квалификации. Кроме того, велика вероятность получения ложноположительных 
или ложноотрицательных результатов, поскольку данные методы не позволяют 
оценить жизнеспособность определяемых патогенов. 
Таким образом, актуальной задачей является разработка новых 
экспрессных, чувствительных, точных, недорогих и удобных в использовании 
методов, сенсоров и приборов для определения возбудителей инфекционных 
заболеваний в объектах окружающей среды, пищевых продуктах и биологических 
жидкостях пациентов. 
 
Степень разработанности темы исследований 
Разработка высокочувствительных, точных и недорогих биосенсоров, 
позволяющих быстро обнаружить инфекционные агенты в различных объектах, 
является актуальным научным направлением. Сочетание простоты, экспрессности 
и точности обнаружения патогенов с невысокой стоимостью сенсора 
представляет сложную задачу, одним из путей решения которой является 
применение сигналообразующей метки, способной быстро и точно генерировать 
аналитический сигнал в зависимости от количества аналита в исследуемой пробе. 
Применение в качестве сигналообразующих меток наноматериалов различной 
природы, в том числе обладающих магнитными свойствами, также является 
перспективным направлением развития иммуносенсоров, поскольку позволяет 
избежать использования дорогих и нестабильных при хранении ферментов.  
Одним из наиболее перспективных направлений является разработка 
электрохимических иммуносенсоров с использованием в качестве 
сигналообразующей метки наноматериалов на основе магнетита. Уникальное 
сочетание специфичности иммунореакции, магнитных свойств наночастиц и 
детектирования отклика от метки электрохимическими методами анализа 
позволит существенно снизить предел обнаружения, увеличить точность 
определения патогенов, а также снизить себестоимость и временные затраты на 
проведение анализа.  
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Диссертационная работа посвящена разработке бесферментных 
электрохимических иммуносенсоров для определения бактериальных агентов 
Escherichia coli ATCC 25992 и Staphylococcus aureus B-1266 с использованием в 
качестве прямой сигналообразующей метки наночастиц Fe3O4.  
Уникальное сочетание наноразмерности Fe3O4, выраженных магнитных 
свойств и способности генерировать прямой электрохимический отклик в 
апротонных средах позволит разработать бесферментный иммуносенсор для 
быстрого, точного и чувствительного детектирования бактериальных агентов в 
различных объектах. 
Диссертационная работа является частью исследований, проводимых на 
кафедре аналитической химии Химико-технологического института УрФУ имени 
Б. Н. Ельцина в рамках госбюджетной темы Н687.42Г.002/12, грантов РФФИ: 09-
03-12242-офи_м, 14-03-01017, гранта для молодых ученых У.М.Н.И.К (тема №6 
проект 0011038 2015 года). 
 
Цель диссертационной работы 
Разработка бесферментных электрохимических иммуносенсоров для 
количественного определения бактерий Escherichia coli ATCC 25992 и 
Staphylococcus aureus B-1266 с использованием в качестве прямой 
сигналообразующей метки наночастиц Fe3O4. 
 
Достижение поставленной цели требует решения ряда задач: 
 Исследовать строение, состав и морфологические особенности 
синтезированных методом соосаждения наночастиц состава «Fe3O4-
хитозан» и «Fe3O4-3-аминопропилтриэтоксисилан». 
 Изучить характер электропревращений наночастиц Fe3O4 в 
апротонной среде. 
 Изучить влияние модифицирующего покрытия на седиментационную 
устойчивость и электрохимические свойства наночастиц Fe3O4. 
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 Осуществить выбор оптимальных условий формирования 
аналитического сигнала от наночастиц магнетита в апротонной среде. 
 Исследовать кинетические особенности взаимодействия наночастиц 
«Fe3O4-хитозан» и «Fe3O4-3-аминопропилтриэтоксисилан» с клетками 
Escherichia coli ATCC 25992 и Staphylococcus aureus B-1266 
 Осуществить выбор рабочего электрода и оптимального способа 
модифицирования его поверхности антителами 
 Осуществить выбор оптимальных условий формирования 
иммунокомплекса «антитело - меченая наночастицами бактерия» на 
поверхности рабочего электрода 
 Осуществить разработку алгоритмов проведения процедуры анализа 
для количественного определения бактерий Escherichia coli ATCC 25992 и 
Staphylococcus aureus B-1266 
 Провести анализ бактерий Escherichia coli ATCC 25992 и 
Staphylococcus aureus B-1266 в модельных суспензиях и реальных пробах с 
использованием разработанного электрохимического иммуносенсора и 
референсных лабораторных методов (бактериального посева и ИФА). 
Научная новизна и теоретическая значимость работы 
 Впервые исследованы особенности электрохимических превращений 
наночастиц Fe3O4 в растворе ацетонитрила, используемых в качестве 
прямой сигналообразующей метки в разработанных электрохимических 
иммуносенсорах для количественного определения бактерий Escherichia 
coli ATCC 25992 и Staphylococcus aureus B-1266. Установлено, что характер 
окислительно-восстановительных превращений наночастиц магнетита на 
поверхности рабочего электрода в апротонной среде зависит от потенциала 
предварительного электролиза. Предложены схемы протекания 
электрохимических превращений наночастиц Fe3O4 на поверхности 
рабочего электрода в апротонной среде после предварительного 
электролиза при потенциалах -2,5 В и -1,3 В. Выбраны условия 
формирования прямого электрохимического отклика от Fe3O4 в апротонной 
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среде для дальнейшего использования наночастиц в качестве метки в 
электрохимическом иммуноанализе. 
 Впервые установлено, что покрытие хитозаном и 3-
аминопропилтриэтоксисиланом не влияет на электрохимическую 
активность наночастиц магнетита в апротонной среде. Обоснована 
возможность использования наночастиц «Fe3O4-хитозан» и «Fe3O4-3-
аминопропилтриэтоксисилан» в качестве прямой сигналообразующей метки 
для количественного определения бактерий.  
 Показано, что наночастицы Fe3O4, модифицированные хитозаном и 3-
аминопропилтриэтоксисиланом, проявляют большую седиментационную 
устойчивость по сравнению с немодифицированными наночастицами. 
Изучена кинетика процессов взаимодействия наночастиц «Fe3O4-хитозан» и 
«Fe3O4-3-аминопропилтриэтоксисилан» с бактериальными клетками 
Escherichia coli ATCC 25992 и Staphylococcus aureus В-1266. 
 Установлена линейная зависимость величины прямого 
аналитического сигнала наночастиц магнетита, включенных в 
иммунокомплекс на поверхности рабочего электрода, от количества 
бактерий Escherichia coli ATCC 25992 и Staphylococcus aureus в модельных 
суспензиях. 
 Впервые определены чувствительность, точность и селективность 
разработанных электрохимических иммуносенсоров для детектирования 
бактерий Escherichia coli ATCC 25992 и Staphylococcus aureus В-1266 в 
сравнении с методами бактериального посева и ИФА на модельных 
суспензиях, смесях бактерий и реальных пробах. 
Практическая значимость работы 
 Синтезированы наночастицы «Fe3O4-хитозан» и «Fe3O4-3-
аминопропилтриэтоксисилан», проявляющие выраженную 
электрохимическую активность в апротонной среде, для количественного 
определения бактерий Escherichia coli ATCC 25992 и Staphylococcus aureus 
B-1266. Определены размеры, форма и состав синтезированного материала. 
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 Разработаны простые, экспрессные и точные бесферментные 
электрохимические иммуносенсоры для определения бактерий Escherichia 
coli ATCC 25992 и Staphylococcus aureus В-1266 с использованием в 
качестве метки наночастиц «Fe3O4-хитозан» и «Fe3O4-3-
аминопропилтриэтоксисилан» и детектированием прямого аналитического 
сигнала в апротонной среде. 
 Показана и обоснована возможность практического применения 
разработанных электрохимических иммуносенсоров с прямой детекцией 
аналитического сигнала от наночастиц Fe3O4 для селективного определения 
бактерий Escherichia coli ATCC 25992 и Staphylococcus aureus В-1266 в 
модельных суспензиях и реальных объектах. 
 
Положения, выносимые на защиту 
 Результаты исследований размеров, формы, состава и морфологии 
наночастиц «Fe3O4-хитозан» и «Fe3O4-3-аминопропилтриэтоксисилан», 
полученные методами электронной микроскопии и ИК-спектроскопии. 
 Результаты исследований характера электрохимических превращений 
наночастиц магнетита в апротонной среде. 
 Результаты исследования кинетики взаимодействия наночастиц 
«Fe3O4-хитозан» и «Fe3O4-3-аминопропилтриэтоксисилан» с 
бактериальными клетками Escherichia coli ATCC 25992 и Staphylococcus 
aureus В-1266.  
 Методики количественного анализа и бесферментные 
электрохимические иммуносенсоры для определения содержания бактерий 
Escherichia coli ATCC 25992 и Staphylococcus aureus B-1266. 
 Результаты количественного определения бактерий Escherichia coli 
ATCC 25992 и Staphylococcus aureus B-1266 в модельных смесях и 
реальных пробах, полученные с использованием разработанных 
электрохимических иммуносенсоров и подтвержденные в независимой  
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лаборатории методами бактериального посева и ИФА (исследования проведены 
на базе ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор», г. Новосибирск). 
 
Методология и методы исследования 
Методологической базой при выполнении диссертационного исследования 
послужили современные инструментальные методы исследований и 
теоретические знания о методах и подходах к разработке бесферментных 
иммуносенсоров для определения бактериальных агентов. 
Синтез наночастиц магнетита осуществляли методом соосаждения. 
Морфологические особенности, размер и форму наночастиц, а также кинетику 
процессов клеточного эндоцитоза изучали с использованием возможностей 
электронной микроскопии. Методом ИК-спектроскопии определяли состав 
модифицированных наночастиц. 
Характер электропревращений наноматериалов, чувствительность и 
стабильность иммуносенсора исследовали методами инверсионной и линейной 
вольтамперометрии, хроноамперометрии, препаративного электролиза и 
электрохимической импедансной спектроскопии. 
Уникальное сочетание специфичности иммунореакции, магнитных свойств 
наночастиц Fe3O4 и электрохимического детектирования прямого аналитического 
сигнала в апротонной среде были положены в основу создания бесферментных 
электрохимических иммуносенсоров для определения бактерий Escherichia coli 
ATCC 25992 и Staphylococcus aureus B-1266. 
 
Степень достоверности работы 
Высокая степень достоверности работы обеспечена применением 
современных методов исследований и высокотехнологичного оборудования. 
Достоверность полученных данных подтверждена путем сравнения результатов 
количественного определения содержания бактерий Escherichia coli ATCC 25992 
и Staphylococcus aureus B-1266 в модельных смесях и реальных пробах, 
полученных с использованием разработанных электрохимических 
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иммуносенсоров и методами ИФА и бактериального посева. Исследования 
проведены на базе ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор», акт испытаний в приложении 1 к 
полному тексту диссертации. 
Апробация работы 
Результаты исследований, выполненных в рамках данной диссертационной 
работы, были представлены на всероссийских и международных конференциях: 
VIII Всероссийской конференции по электрохимическим методам анализа «ЭМА-
2012» (Уфа-Абзаково, 2012), всероссийской конференции «Химия и медицина» с 
молодежной научной школой (Уфа-Абзаково, 2013, 2015), втором съезде 
аналитиков России (Москва, 2013), конференции «Drug Analysis 2014» (Льеж, 
Бельгия, 2014), Уральском научном форуме «Современные проблемы 
органической химии» (Екатеринбург, 2014), конференции «Euroanalysis 2015» 
(Бордо, Франция, 2015), конференции «Химический анализ и медицина» (Москва, 
2015), международной конференции «Recent advances in food analysis» (Прага, 
Чехия, 2015). 
На базе ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» проведены испытания разработанных 
электрохимических иммуносенсоров для количественного определения 
содержания бактерий Escherichia coli ATCC 25992 и Staphylococcus aureus B-1266 
в модельных смесях и реальных пробах. На основании проведенных испытаний 
выдано заключение о том, что разработанный электрохимический иммуносенсор 
может быть рекомендован к использованию в качестве устройства для экспресс-
диагностики бактерий Escherichia coli ATCC 25992 и Staphylococcus aureus B-1266 
в лабораториях лечебно-профилактических учреждений и аналитических 
лабораториях по контролю качества объектов окружающей среды. Акт испытаний 
в приложении 1 к полному тексту диссертации. 
 
Публикации 
По семейным обстоятельствам прошу считать работы Митрофановой Т. С. 
работами Сваловой Т. С. По результатам проведенных исследований 
опубликованы: 1 статья в журнале, рекомендуемом ВАК; 1 статья в 
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международном журнале, входящем в базы данных Scopus и Web of Science; 10 
тезисов докладов на всероссийских и международных научных конференциях. По 
результатам работы получен патент на изобретение: Пат. 2538153 РФ. МПК 
С12N1/02, C12Q1/04, G01N33/00, B82B1/00 Электрохимический способ 
иммуноанализа для определения микроорганизмов / Козицина А.Н.,  
Митрофанова Т.С., Матерн А.И.; заявл. 22.03.2013: опубл. 20.02.2015, бюл. №1. 
Личный вклад автора заключался постановке и проведении научных 
экспериментов, анализе и систематизации полученных результатов, а также в 
написании и подготовке к публикации научных статей. 
Автор выражает искреннюю благодарность: 
д. х. н., профессору заведующему кафедрой аналитической химии химико-
технологического института Уральского федерального университета им. Первого 
президента России Б. Н. Ельцина Матерну Анатолию Ивановичу за помощь в 
организации проведения научных исследований; 
Коллективу ФГУН ГНЦ ВБ «Вектор» и лично д.т.н., заведующему 
лабораторией биофизики и экологических исследований Сафатову Александру 
Сергеевичу за помощь в организации проведения исследований с клеточными 
культурами; 
Коллективу отдела молодежной науки УрФУ и лично к. т. н., начальнику 
отдела молодежной науки Корелину Андрею Викторовичу за содействие в 
организации выездных научных экспериментов. 
 
Структура и объем диссертационной работы 
Диссертационная работа состоит из введения, четырех глав, заключения, и 
списка литературных источников (246 источников). Текст диссертационной 
работы изложен на 150 страницах компьютерной верстки, содержит 32 рисунка и 
11 таблиц. 
Во введении изложены основные положения об актуальности и степени 
разработанности темы диссертационной работы, определены цели и задачи 
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исследования, сформулирована научная новизна и практическая значимость, а 
также положения, выносимые на защиту диссертации. 
В первой главе приведены основные мировые достижения в области 
разработки биосенсоров для определения бактериальных агентов. Приведено 
несколько классификаций биосенсоров, показаны принципы работы, достоинства, 
недостатки и области применения каждого вида биоаналитических устройств. 
Особое внимание в литературном обзоре уделено иммуносенсорам, где в качестве 
метки использованы наноматериалы, в том числе и магнитные наночастицы.  
Во второй главе представлены сведения о реактивах, материалах, 
методологической и инструментальной базе диссертационного исследования. 
Приведены методики синтеза и модифицирования наночастиц магнетита, 
регистрации ИК-спектров, и получения электронных микрофотографий. Описаны 
особенности электрохимических исследований наночастиц магнетита в 
апротонной среде. 
Третья глава посвящена исследованию характера электропревращений 
наночастиц магнетита в апротонном растворе, исследованию влияния факторов 
внешней среды на процессы формирования прямого электрохимического отклика 
от наночастиц и получению прямого электрохимического аналитического сигнала 
для дальнейшего использования в электрохимическом иммуноанализе. 
Четвертая глава включает в себя результаты исследований процессов 
взаимодействия наночастиц магнетита, модифицированных хитозаном и 3-
аминопропилтриэтоксисиланом, с клетками грамотрицательных и 
грамположительных бактерий. В данной главе также приведены результаты 
сравнительных испытаний стабильности планарных платиновых электродов, 
модифицированных антителами тремя различными способами. Кроме того, 
описаны результаты определения целевых бактерий в модельных растворах, 
смесях различного состава и реальных образцах, полученные с использованием 
электрохимического иммуносенсора в сравнении с методами ИФА и 
бактериального посева. 
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ГЛАВА 1. ЛИТЕРАТУРНЫЙ ОБЗОР 
Первый биосенсор был создан в 1956 году английским ученым Кларком и 
представлял собой устройство, так называемый «белковый электрод», 
предназначенный для определения содержания глюкозы в крови [1]. С тех пор 
определение термина «биосенсор» изменялось много раз в зависимости от 
области исследований и круга определяемых элементов.  
Современные биосенсоры — это аналитические устройства, в которых для 
определения компонентов пробы используются высокоспецифичные химические 
реакции, катализируемые ферментами, иммунохимические реакции или реакции, 
проходящие в органеллах, клетках или тканях [2]. Основная функция биосенсора 
– конвертировать высокоспецифичные биохимические процессы в аналитический 
сигнал, который улавливается детектором и служит источником информации о 
качественном и количественном содержании одного или нескольких биоаналитов 
в исследуемой пробе. Существует несколько классификаций биосенсоров по 
различным признакам. Классификация биосенсоров по природе 
биораспознающего агента приведена на рисунке 1 [3]. 
 
Рисунок 1 – Классификация биосенсоров по природе биораспознающего агента 
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Согласно данной классификации, выделяют 2 основных класса биосенсоров 
- ферментные и аффинные биосенсоры [4]. Аффинные биосенсоры включают в 
себя ДНК-сенсоры и иммуносенсоры. Главное отличие заключается природе 
аналитического сигнала. В ферментных биосенсорах аналитический сигнал 
отражает скорость преобразования субстрата под действием фермента и достигает 
максимума в первые минуты протекания реакции. После этого интенсивность 
сигнала резко снижается. В основе работы аффинных биосенсоров лежат 
обратимые биохимические реакции по типу «антиген-антитело» и «ДНК-белок». 
В этом случае максимальный аналитический сигнал наблюдается при достижении 
равновесия биохимической реакции. Промежуточное место в данной 
классификации занимают надмолекулярные и клеточные биосенсоры, в которых в 
качестве распознающих элементов выступают органеллы клеток или целые 
клетки.  
В биосенсорах биологические элементы всегда связаны с физико-
химическим преобразователем. Классификация биосенсоров по типам 
используемых трансдъюсеров и методам детектирования аналитического сигнала 
представлена на рисунке 2 [3]. 
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Рисунок 2 – Классификация биосенсоров по типам трансдъюсеров и способам 
детектирования аналитического сигнала 
 
В зависимости от типа определяемого аналита и поставленных задач 
биосенсоры могут быть предназначены для качественного, полуколичественного 
и количественного анализа.  
За последние 10 лет опубликовано более 30 000 научных статей и обзоров, 
касающихся разработки биосенсоров. Распределение публикаций по классам 
биосенсоров в процентном соотношении приведено на рисунке 3. 
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Рисунок 3 – Процентное соотношение числа публикаций в период с 2007 по 2016 
год по запросам «biosensors, enzyme sensors, DNA sensors, immunosensors» базы 
данных Scopus 
 
Как видно из рисунка, более 70% публикаций посвящено разработке 
ферментных и ДНК-сенсоров. Вероятно, это связано с широким разнообразием 
биораспознающих агентов, а также непрерывным совершенствованием 
технологий по их выделению и очистке. 
Биосенсоры широко используют в медицине в качестве устройств для 
дифференциальной диагностики заболеваний различной природы и локализации, 
в экологии – как средства экологического мониторинга объектов окружающей 
среды, в пищевой промышленности для контроля качества продуктов питания, а 
также, в биотехнологии и фармацевтике. 
1.1. Ферментные сенсоры 
Ферментные сенсоры – один из самых распространенных типов 
биосенсоров. Согласно статистике (рисунок 3), более 40% научных публикаций 
посвящено разработке именно ферментных сенсоров. Связано это, прежде всего, с 
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уникальной структурой и свойствами ферментов – селективных катализаторов 
биологических процессов.  
Выделяют 2 группы ферментных биосенсоров: каталитические 
(субстратные) и ингибиторные [5]. Каталитические или субстратные биосенсоры 
основаны на непосредственном взаимодействии фермента, иммобилизованного на 
подложке или планшете, и субстрата с образованием продукта реакции, 
выделением энергии и низкомолекулярного вещества (например, перекиси 
водорода). В данном случае можно выделить один или несколько аналитических 
сигналов и способов их детектирования. Принцип действия ингибиторных 
биосенсоров заключается в ингибировании субстратом активности фермента. 
Аналитическим сигналом в данном случае является степень снижения активности 
фермента (степень ингибирования). Ингибирование активности фермента может 
быть как специфичным, вследствие взаимодействия с субстратом, так и 
неспецифичным из-за наличия в пробе сильных кислот, оснований, органических 
растворителей, а также воздействия высокой температуры, радиации и т. д. Все 
это может быть причиной получения ложноотрицательных результатов анализа.  
В настоящее время опубликовано большое количество оригинальных статей 
и обзоров, посвященных разработке ферментных биосенсоров. В таблице 1 
приведены лишь некоторые из них. 
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Таблица 1 – Ферментные биосенсоры 
Фермент/конструкция 
биосенсора  
Определяемый компонент/область 
применения 
Принцип детектирования 
аналитического сигнала 
Ссылка 
1 2 3 4 
Ксантин 
Ксантиноксидаза/ 
Графен/Fe3O4/полиметилметакрилат 
амперометрический [6] 
Глюкоза 
Глюкозооксидаза/ 
Наночастицы золота 
вольтамперометрический [7] 
Мочевина 
Уреаза/ 
Двойная целлюлозная мембрана 
Флуоресцентный [8] 
Допамин 
Лакказа/ 
оптическое волокно 
Колориметрический [9] 
Активность киназ 
Карбоксипептидаза Y/ 
Нанокластеры Au/квантовые точки 
CdSe 
Флуоресцентный [10] 
Лактат 
Лактатоксидаза/ 
Диметилферроцен-
модифицированный линейный 
полиэтиламиновый гидрогель 
амперометрический [11] 
 
 
1
9
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Продолжение таблицы 1 
1 2 3 4 
Антидепрессанты/медицинская 
диагностика 
Моноамин оксидаза/допамин Амперометрический [12] 
Пестициды/экологический мониторинг Ацетилхолинэстераза/ацетилхолин 
Амперометрический, 
оптический 
[13] 
Фосфаты/ экологический мониторинг Щелочная фосфатаза Кондуктометрический [14] 
Пестициды/экологический мониторинг 
Ацетилхолинэстераза/ 
Fe3O4/poly(indole-5-carboxylic acid) 
Амперометрический [15] 
Глюкоза/медицинская диагностика 
Глюкозооксидаза/ 
Наночастицы «Fe3O4-хитозан» 
хемилюминесцентный [16] 
Бисфенол А/экологический мониторинг 
Тирозиназа/ 
Подложка из оксида 
графена/хитозан 
вольтамперометрический [17] 
Молочная кислота/спортивная медицина 
Лактатоксидаза/ 
ZnO нанохорды 
потенциометрический [18] 
Фосфорорганические пестициды/ 
Экологический мониторинг 
Ацетилхолинэстераза/ 
Квантовые точки 
флуоресцентный [19] 
 
 
2
0
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Основная проблема при разработке и использовании ферментных 
сенсоров – иммобилизация фермента на поверхности трансдьюсера. Многие 
ферменты чрезвычайно лабильны и физической сорбции зачастую бывает 
недостаточно для прочного удерживания. Химические способы 
иммобилизации могут привести к частичной или полной потере 
ферментативной активности [20, 21]. Применение наноматериалов на основе 
углерода [22, 23] или благородных металлов [24-26] за счет развитой 
поверхности и низкого сопротивления позволяет более прочно закрепить 
фермент на подложке и улучшить чувствительность сенсора. Трудности 
возможны и при анализе многокомпонентных систем, поскольку такие 
примеси в матрице как тяжелые металлы, некоторые органические 
соединения также могут быть причиной снижения или полного исчезновения 
каталитической активности фермента [27].  
Недостаточная стабильность, высокая стоимость и невозможность 
повторного использования ферментов существенно ограничивает 
практическое применение и коммерциализацию ферментных биосенсоров.  
Бикаталитические ферментные сенсоры, основанные на 
детектировании интегрального показателя активности фермента и 
каталитической активности небиологического компонента по отношению к 
определяемому компоненту, позволяют существенно улучшить 
чувствительность детектирования [28]. 
Одним из современных направлений развития ферментных сенсоров 
является разработка биосенсоров на основе неорганических катализаторов и 
ферментоподобных комплексных соединений. Авторы [29] разработали 
каталитический бесферментный сенсор на основе органических комплексных 
соединений никеля для определения мочевины и креатинина. Сигналы 
электроокисления определяемых компонентов регистрировали 
амперометрически. Предел обнаружения составил 8,7·10-6 моль/л для 
мочевины и 2,7·10-5 моль/л для креатинина. 
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В работе [30] представлен сенсор для определения ацетазоламидов в 
крови, плазме и моче на основе комплексных соединений марганца. 
Структура и пространственная ориентация таких соединений подобна 
аллостерическому центру фермента. Предел обнаружения составляет  
4.76·10-9 моль/л. Разработанный биосенсор более стабилен, чем его 
ферментный аналог, но он не достаточно селективен, поскольку позволяет 
определять лишь суммарное содержание веществ класса ацетазоламидов. 
1.2. ДНК-сенсоры 
Отличительной чертой данной группы биосенсоров является 
использование в качестве биологического компонента фрагмента ДНК. 
Принцип действия ДНК-сенсоров основан комплементарном взаимодействии 
между одноцепочечными участками ДНК компонента анализируемой пробы 
и рецептора известного строения [31].  
В последние годы вместо участков нативной ДНК в структуру ДНК-
сенсора зачастую включены ее синтетические аналоги - аптамеры, не 
имеющие в своем составе углеводных остатков и фосфатных групп [32-34]. 
Дизайн таких молекул определяется в соответствии со способностью к 
гибридизации с тем или иным биоаналитом. Сравнительно большее 
пространство между соседними нуклеиновыми кислотами и отсутствие 
некомпенсированного электрического заряда в таких соединениях позволяет 
существенно облегчить процессы гибридизации [35-37]. Кроме того, 
аптамеры гораздо более стабильны, могут быть использованы повторно и 
модифицированы различными соединениями (флуоресцентными или 
электроактивными метками, ферментами и др.) [38-40]. 
Так, например, аптамеры, модифицированные гомоолигонуклеотидами, 
по форме напоминают антитела. Такие димерные структуры носят название 
«аптатела» [41]. В таблице 2 представлены некоторые примеры современных 
ДНК-сенсоров. 
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Таблица 2 – ДНК сенсоры 
Определяемый компонент Структура биораспознающего слоя 
Принцип 
детекции/предел 
обнаружения 
Ссылка 
1 2 3 4 
Тромбин Графен/аптамер 
Флуоресцентный 
0.1 nM 
[42] 
Planktothrix agardhii 
Наночастицы Au/аптамер/пероксидаза 
хрена 
Амперометрический 
6 пМ 
[43] 
Acinetobacter baumanni Наночастицы Au, медиатор - гидрохинон 
Оптический  
8.25 нг/мл 
[44] 
Escherichia coli O157:H7 Углеродные нанотрубки/аптамеры 
Амперометрический 
19 нг/мл 
[45] 
Вирус иммунодефицита человека Аптамеры/метиленовый синий (медиатор) 
Квадратно-волновая 
вольтамперометрия 
5·10-11 М 
[46] 
  
 
2
3
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Продолжение таблицы 2 
1 2 3 4 
E. coli 
Agrobacterium tumefaciens 
Суперпарамагнитные анионообменные 
частицы 
Флуоресцентный 
10
2
 КОЕ/мл 
[47] 
Staphylococcus aureus 
Магнитные микрочастицы/аптамеры 
(сэндвич) 
Вольтамперометрический 
10 КОЕ/мл 
[48] 
Salmonella typhimurium Аптамеры/метиленовый синий 
Вольтамперометрический 
100 КОЕ/мл 
[49] 
Brucella spp. Праймеры/Au наночастицы 
Спектрофотометрический 
1.09 пг/мл 
[50] 
Staphylococcus aureus аптамеры 
Пьезоэлектрический 
41 КОЕ/мл 
[51] 
Туберкулез (палочка коха) 
ДНК праймер/медиаторная система 
Fe[(CN)6]
4-
/ Fe[(CN)6]
3-
 
Вольтамперометрический 
6 нг/мл 
[52] 
Escherichia coli O157:H7 Аптамеры/CdS 
Вольтамперометрический 
1.97·10-14 М 
[53] 
Salmonella typhimurium 
Золотой электрод/наночастицы 
золота/аптамер 
Вольтамперометрический 
13 КОЕ/мл 
[54] 
 
 
2
4
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Продолжение таблицы 2 
1 2 3 4 
ДНК-метилтрансфераза 
Аптамеры/наночастицы 
золота/графитсодержащий планарный 
электрод 
Вольтамперометрический 
27 шт/мл 
[55] 
Стрептомицин Аптамеры/наночастицы золота 
Флуорометрический 
46 нмоль/л 
[56] 
АТФ,  
аденозин  
тромбин 
Нанокластеры Ag-аптамер 
Флуорометрический 
91.6 нмоль/л 
103.4 нмоль/л 
8.4 нмоль/л 
[57] 
Цитохром С 
Нейтральный 
красный/аптамер/поликарбоксилированный 
пиллар[5]арен  
Вольтамперометрический 
0.02 нм 
[58] 
Аденозин 
Допамин 
17β-эстрадиол 
Аптамеры/ 
комплекс Ru-квантовые точки 
Флуорометрический 
101 нмоль/л 
19 нмоль/л 
37 нмоль/л 
[59] 
 
 
2
5
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ДНК-сенсоры нашли практическое применение в медицине и 
фармацевтике, экомониторинге и пищевой промышленности. Однако, при 
оценке полученных результатов, следует учитывать некоторые недостатки 
данной технологии: 
 ДНК-сенсоры не позволяют оценить жизнеспособность 
патогенов, а определяют лишь наличие или отсутствие в 
анализируемой пробе их ДНК. Это в ряде случаев приводит к 
получению ложноположительных результатов. 
 Применение ДНК-сенсоров возможно только в 
высокотехнологичных лабораториях. Сложность и 
многостадийность процедуры анализа требует высшей 
квалификации оператора и применения сложного оборудования.  
 Высокая себестоимость анализа. 
Таким образом, несмотря на большое количество научных статей, 
посвященных разработке ДНК-сенсоров, указанные недостатки 
ограничивают их повсеместное распространение и коммерческую 
доступность для населения. 
1.3. Сенсоры на основе надмолекулярных структур клетки  
Первый биосенсор, биологическим элементом которого служили 
надмолекулярные структуры клеток, был сконструирован Дивисом в 1975 
году и предназначен для определения содержания этилового спирта в пробе с 
использованием бактерий Acetobacter xylinum, иммобилизованных на 
мембране из целлюлозы, помещенной в кислородный электрод [60]. В 
современных микробных биосенсорах в качестве распознающих и 
сигналообразующих элементов используют участки живых тканей, 
клеточные органеллы, такие как митохондрии, фибропласты, мембранные 
белки, некоторые группы клеточных ферментов и бактериальные клетки 
целиком. В микробных биосенсорах, как и в ферментных, используют 
каталитические процессы [61].  
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Особенностью клеточных биосенсоров является получение отклика in 
vivo, т. е. в результате протекания метаболических процессов 
непосредственно на поверхности или внутри живой клетки в ответ на 
воздействие компонентов анализируемой пробы. В результате 
вырабатываются низкомолекулярные соединения, такие как углекислый газ, 
перекись водорода, аммиак, протоны и т.д., уровень экспрессии которых 
определяют с использованием физико-химических методов анализа. Выбор 
сигналообразующего микроорганизма основан, на субстратной 
специфичности, ожидаемой чувствительности, требуемого времени 
проведения анализа, степени патогенности и т. д [62-64]. Часто в качестве 
распознающего элемента используют непатогенные штаммы E. coli – одной 
из наиболее полно изученных грамотрицательных бактерий [65-67]. 
В таблице 3 представлены некоторые примеры клеточных биосенсоров. 
К данной группе биосенсоров могут быть отнесены также современные 
тандемные технологии масс-спектрометрии и ВЭЖХ, позволяющие 
селективно детектировать (био)аналиты на молекулярном и 
субмолекулярном уровне. Сущность методов MALDI-MS, SELDI-MS и т. д. 
заключается в мультиплексном анализе биоаналитов и составление 
«биологического паспорта» анализируемого объекта [68-70]. 
Публикационная активность в данной области стремительно увеличивается 
[71-73]. Например, авторы [74] предложили способ определения бактерий 
Staphylococcus aureus в организме живой мыши по результатам определения 
специфических белков в ее крови и моче. Такие технологии особенно 
перспективны в случае ранней диагностики онкологических заболеваний, 
поскольку позволяют быстро определить наличие в крови сразу несколько 
десятков онкомаркеров [75-78]. Применение дорогостоящего оборудования 
существенно ограничивает их применение в клинической лабораторной 
практике. В настоящее время технологии MALDI-MS чаще используют с 
целью исследований особенностей метаболических процессов живых 
организмов.  
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Таблица 3 – Сенсоры на основе надмолекулярных структур клетки  
Определяемый 
компонент 
Конструкция биослоя 
Способ детектирования 
сигнала 
Ссылка 
Ксилоза 
Escherichia coli/brilliant blue/carbon 
nanotube 
вольтамперометрический [79] 
Арабиноза 
 
Schewanella oneidensis/graphite felt потенциометрический [80] 
Биомаркеры 
Глюкоза, инкапсулированная в антитело-
меченые липосомы 
амперометрический [81] 
Бактериальные 
патогены 
Marine pathogen sulfate-reducing bacteria импедиметрический [82] 
Escherichia coli 
Staphylococcus aureus 
Аптамеры/наночастицы Au, 
синтезированные с использованием 
Penicillium rugulosum 
пьезоэлектрический [83] 
H2S Thiobacillus thioparus 
Фотометрическое 
определение ПКБ 
[84] 
Взрывчатые вещества 
 
Escherichia coli K12 Флуоресценция [85] 
*ПКБ – показатель биохимического потребления кислорода 
2
8
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К преимуществам группы микробных биосенсоров стоит отнести: 
возможность одновременного определения нескольких аналитов; отсутствие 
необходимости выделения и очистки ферментов; возможность получения 
мутантных микроорганизмов с детерминированными каталитическими 
свойствами; более высокая стабильность ферментов, поскольку в клетке они 
находятся в естественном окружении. Микробные биосенсоры успешно 
применяют, например, для быстрого качественного/полуколичественного 
определения токсичности стоков промышленных предприятий [86]. В 
настоящее время доля клеточных биосенсоров не превышает 10% от общего 
количества публикаций по данной теме (рисунок 3). Вероятно, это связано с 
такими недостатками микробных сенсоров, как: нестабильность 
биологических элементов, сложность переноса компонентов пробы через 
клеточную мембрану, многостадийность и неизученность механизмов 
клеточного метаболизма при суммарном воздействии нескольких 
компонентов реальных проб. 
1.4. Иммуносенсоры 
Иммуносенсоры – аналитические устройства для качественного и 
количественного анализа биологических компонентов проб, основанные на 
выявлении специфических антигенов и антител посредством образования 
иммунокомплекса. Несмотря на сравнительно небольшое число публикаций 
(около 14% от общего количества), в последние годы прослеживается 
отчетливая тенденция к увеличению числа научных работ, касающихся 
разработки иммуносенсоров (рисунок 4). 
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Рисунок 4 – Динамика изменения публикационной активности по запросу 
«immunosensor» базы данных Scopus в период с 2007 по 2015 год 
 
Классификация иммунохимических методов анализа приведена на 
рисунке 5. 
 
 
Рисунок 5 – Классификация иммунохимических методов анализа 
 
Иммунохимическая реакция между антигеном и антителом протекает в 
несколько стадий, наиболее важной из которых является обратимое 
образование комплекса состава 1:1. После этого в классическом варианте 
иммуноанализа (серологические методы) происходит образование 
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преципитата (осадка). Детектирование осадка может производиться 
визуально, если концентрации иммунореагентов в растворе достаточно 
большие [87].  
Однако визуальная индикация позволяет лишь качественно или 
полуколичественно оценить полученный результат. Поэтому в большинстве 
случаев образование иммунокомплекса количественно оценивают с 
использованием физико-химических методов детекции. Существенно 
упростить задачу детектирования, а, следовательно, улучшить 
чувствительность и точность позволяет присоединение метки к одному из 
реагирующих компонентов иммуносенсора. Основная функция метки – 
генерирование стабильного сигнала максимальной интенсивности при 
определенных условиях. В качестве меток могут выступать ферменты [88], 
наночастицы металлов [89], квантовые точки [90], органические и 
неорганические соединения [91, 92]. 
В общем случае выделяют гомогенный и гетерогенный иммуноанализ. 
Гомогенный способ заключается в образовании иммунокомплекса в объеме 
исследуемого раствора. В данном случае результат чаще всего оценивают 
визуально, микроскопически или с использованием оптических методов 
анализа. Например, авторы [93] разработали метод флуоресцентного 
поляризационного иммуноанализа для определения антибиотиков в молоке. 
Образование иммунокомплекса «антиген-флуоресцентная метка-антитело» 
происходит в течение нескольких минут в объеме анализируемой пробы. 
Метод позволяет быстро обнаружить антибиотики с высокой точностью и 
специфичностью. Предел обнаружения составляет 1 мкг/кг. Недостатком 
метода является вероятность получения ложных результатов вследствие 
неспецифического флуоресцентного свечения компонентов матрицы. 
В случае гетерогенного иммуноанализа иммунологическая реакция 
протекает на поверхности инертных носителей, в качестве которых зачастую 
используют планшеты/подложки различной конструкции. Преимуществом 
гетерогенного иммуноанализа является более высокая чувствительность и 
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точность определения, обусловленная стадией концентрирования 
иммунореагентов на поверхности носителя. Также иммобилизация позволяет 
предотвратить агрегацию иммунореагентов в растворе и отделить 
иммунокомплексы от несвязавшихся компонентов. В большинстве 
современных иммуносенсоров реализован принцип гетерогенного 
иммуноанализа. Наиболее известный пример гетерогенного иммуноанализа, 
имеющий широкое практическое применение – метод иммуноферментного 
анализа [94]. 
Иммунохроматографический анализ (ИХА) – вариант гетерогенного 
иммуноанализа, основанный на принципах тонкослойной хроматографии. 
Метод заключается в последовательном перемещении исследуемой пробы по 
поверхности носителя (как правило, это подложка на основе целлюлозы) с 
иммобилизованными иммунореагентами. Наиболее известным примером 
ИХА является способ детектирования хорионического гонадотропина 
человека в моче [95]. Существует 2 варианта иммунохроматографического 
детектирования: неконкурентный (сэндвич-метод) – для определения 
высокомолекулярных соединений, и конкурентный – для определения 
низкомолекулярных соединений. В качестве метки в данном методе могут 
быть использованы наночастицы металлов [96], органические красители [97] 
или ферменты [98]. Появление цветных полосок в тестовой зоне 
свидетельствует о наличии/отсутствии одного или нескольких аналитов в 
исследуемой пробе. В таком оформлении метод ИХА позволяет лишь 
качественно оценить наличие/отсутствие аналита в пробе, однако, известны и 
способы получения полуколичественного/количественного отклика с 
использованием соответствующих детекторов [99]. 
По способу образования иммунокомплекса выделяют несколько типов 
иммуноанализа (рисунок 6) [100]. 
Прямой иммуноанализ (рисунок 6 а) основан на непосредственном 
образовании иммунокомплекса антиген-антитело на поверхности носителя 
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или в объеме раствора. Основным недостатком метода является сложность 
детектирования в случае определения малых количеств аналита. 
В случае конкурентного иммуноанализа (рисунок 6 б) определяемый 
компонент конкурирует с меченым антигеном, введенным в раствор в 
известном количестве, за антигенсвязывающие рецепторы на поверхности 
антител. В данном варианте иммуноанализа интенсивность сигнала от метки 
обратно пропорциональна содержанию биоаналита в исследуемой пробе. 
Метод позволяет существенно увеличить чувствительность и экспрессность 
иммуноанализа. 
 
 
Рисунок 6 – Схемы проведения иммуноанализа. а) прямой иммуноанализ, б) 
непрямой (конкурентный) иммуноанализ, в) «сэндвич-анализ» 
Проведение процедуры иммуноанализа по типу «сэндвич-анализ» 
(рисунок 6 в) требует использования двух видов антител. На первой стадии 
34 
осуществляется связывание антител, иммобилизованных на поверхности 
подложки с антигеном пробы, а на второй – присоединение «вторичных» 
антител, как правило, меченых. Интенсивность аналитического сигнала от 
метки прямо пропорциональна содержанию антигена в исследуемой пробе. 
Метод позволяет определять только антигены, имеющие на поверхности два 
или более антитело-связывающих участка.  
Например, в работе [101] представлен электрохимический сэндвич-
иммуносенсор для определения бактерий Pseudomonas aeruginosa с 
использованием углеродного электрода, модифицированного пектином и 
наночастицами золота. Меткой в данном варианте иммуноанализа служил 
фермент – пероксидаза хрена. Иммуносенсор позволяет в течение 15 минут 
определять содержание бактерий в диапазоне от 10 до 107 КОЕ/мл. Предел 
обнаружения составил 9·102 КОЕ/мл. 
В иммуноанализе все большую популярность приобретает подход, в 
котором в качестве антиген распознающих агентов используются не антитела 
целиком, а отдельные фрагменты их легких или тяжелых цепей [102, 103]. 
Такой подход имеет очевидные преимущества в случае, если требуется 
уменьшить размеры биораспознающего слоя на поверхности носителя, 
увеличить удельное количество антител на подложке или снизить затраты 
реагентов. 
Иммунохимические методы анализа и иммуносенсоры на их основе 
имеют множество неоспоримых конкурентных преимуществ, таких как 
высокая специфичность и селективность иммунореакции, экспрессность и 
точность определения. К недостаткам можно отнести возможность 
получения ложноположительных результатов в случае обнаружения антител, 
наличие которых в пробе не всегда свидетельствует о заболевании пациента 
в данный момент времени. Антитела могут присутствовать в образцах 
пациентов вследствие ранее перенесенных заболеваний в качестве так 
называемых «клеток памяти».  
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Несмотря на некоторые недостатки, именно иммуносенсоры в 
настоящее время нашли наиболее широкое практическое применение. 
Связано это, прежде всего, с высокой специфичностью, большей 
стабильностью антител по сравнению с ферментами и относительной 
простотой их получения и стандартизации (в сравнении с процедурой 
выделения ДНК).  
 
1.4.1. Безметочные иммуносенсоры  
Безметочные иммуносенсоры – особый класс иммуносенсоров, в 
которых количественное определение протекания иммунореакции 
фиксируют без использования отклика от метки. К таким иммуносенсорам 
относят устройства с детекцией по принципу пьезокварцевых микровесов, в 
которых аналитическим сигналом служит изменение частоты колебания 
резонатора при увеличении массы рецепторного слоя на поверхности сенсора 
в результате протекания иммунореакции [104]; электрохимического 
импеданса, где аналитическим сигналом является изменение характеристик 
эквивалентной электрической цепи [105]; некоторые виды иммуносенсоров с 
визуальной, оптической или люминесцентной детекцией иммунокомплекса 
[106], иммуносенсоры с медиаторными системами и др. Безметочными 
иммуносенсорами также являются магнитоэластичные сенсоры, основанные 
на изменении характеристик внешнего магнитного поля в зависимости от 
массы сенсора до и после прохождения иммунореакции [107-109]. 
Разработке безметочных иммуносенсоров в последние годы уделено 
большое внимание. Это связано с малым количеством стадий иммуноанализа 
и отсутствием потребности в дополнительных реагентах. В таблице 4 
представлены некоторые примеры безметочных иммуносенсоров.
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Таблица 4 – Безметочные иммуносенсоры 
Определяемый компонент Биораспознающий слой 
Принцип детекции, предел 
обнаружения 
Ссылка 
1 2 3 4 
Escherichia coli 
O157:H7 
Антитела/магнитные наночастицы  
Пьезоэлектрический 
53 КОЕ/мл 
[110] 
Clostridium difficile 
токсин 
Наночастицы Au/антитела 
(сэндвич) 
Электрохимическая 
импедансная спектроскопия 
0.61 пг/мл 
[111] 
Иммуноглобулины G 
Нановолокна сульфида 
меди/антитела 
Амперометрический 
0.1 нг/л 
[112] 
Кетамин 
Самоорганизующиеся 
монослои/антитела 
Пьезоэлектрический 
0.86 нг/л 
[113] 
Онкомаркеры 
Модифицированный антителами 
золотой электрод 
Электрохимическая 
импедансная спектроскопия 
0.07 мг/л 
[114] 
Escherichia coli O157:H7 
Композитный электрод (индий-
оксид олова)/антитела 
Электрохимическая 
импедансная спектроскопия 
1 КОЕ/мл 
[115] 
3
6
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Продолжение таблицы 4 
1 2 3 4 
Афлатоксин В1 
Наночастицы 
золота/хитозан/антитела 
Электрохимическая 
импедансная спектроскопия 
0.1 нг/мл 
[116] 
Простат-
специфический антиген 
EuPO4 нановолокна 
Катодная 
электрохемилюминесценция 
1.77 пг/мл 
[117] 
IgG 
Полипиррол/наночастицы 
золота/Fe(CN6)
3-/4-
 
Вольтамперометрия 
0.02 нг/мл 
[118] 
Vibrio cholerae O1 
Нановолокна оксида церия/антитела/ 
Fe(CN6)
3-/4
 
Вольтамперометрия 
10
2
 КОЕ/мл 
[119] 
Афлатоксин В1 
Гександитиол/цистамин/наночастицы 
золота/антитела 
Кварцевые микровесы 
8 пг/мл 
[120] 
Интерлейкин 6 Углеродные нанотрубки/антитела 
Полевой транзистор 
1.37 пг/мл 
[121] 
 
3
7
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Интересным направлением развития безметочных иммуносенсоров 
является разработка нанотранзисторов, действующих по принципу 
изменения проводимости полупроводникового слоя при формировании 
иммунокомплекса на его поверхности [122-124]. В работе [125] представлен 
иммуносенсор для определения артразина. В качестве проводящей основы 
авторы использовали углеродные нанотрубки. Иммуносенсор обладает очень 
высокой чувствительностью (предел обнаружения составляет 1 нг/л), имеет 
широкий диапазон линейности 1 – 10000 нг/л. К недостаткам стоит отнести 
неизбежное влияние матрицы анализируемого объекта на результат 
определения.  
Особое место среди безметочных иммуносенсоров занимают 
электрохимические в связи с высокой чувствительностью детектирования, 
невысокой стоимостью оборудования и расходных материалов, а также 
универсальностью метода. Авторами [126] представлен метод определения 
фетопротеина-альфа с использованием трансдьюсера из стеклоуглерода, 
поверхность которого модифицировали графен/SnO2/Au нанокомпозитным 
материалом и антителами. В качестве медиаторной системы авторы 
использовали комплексный ион [Ru(NH3)6]
3+. По изменению величины 
электрохимического отклика от медиатора судили о количестве антигена в 
исследуемом растворе. Предел обнаружения метода составляет 0.1 мкг/л, что 
свидетельствует о высокой чувствительности определения. 
Ключевую роль в безметочных иммуносенсорах играет природа и 
площадь поверхности трансдьюсера с нанесенным на нее биораспознающим 
слоем. Исторически можно выделить 3 поколения сенсоров в соответствии с 
особенностями строения поверхностного слоя трансдьюсера [127].  
Сенсоры первого поколения имеют в структуре поверхностного слоя 
толстую квазигомогенную мембрану. Вклад массопереноса в скорость 
реакции значителен, а концентрация антител на его поверхности сильно 
зависит от состава носителя. Для иммуносенсоров второго поколения 
характерна «нулевая» толщина поверхностного слоя. Вклад массопереноса в 
39 
данном случае минимален, а количество биорецептора определяется рабочей 
поверхностью сенсора. Иммуносенсоры третьего поколения призваны 
сохранить преимущества и устранить недостатки предшественников. Для них 
характерно присутствие на рабочей поверхности негомогенного слоя с 
мезопорами. В данном случае области сепарирования крупных молекул и 
свободного транспорта низкомолекулярных носителей, необходимых для 
регистрации аналитического сигнала пространственно разделены. 
Существует 2 основных способа реализации такого покрытия на поверхности 
рабочего электрода: нанесение неорганических углеродных материалов, 
наночастиц металлов и их оксидов, или создание полимерного пористого 
проводящего слоя. В качестве модифицирующих агентов могут выступать 
полимерные покрытия [128], частицы металлов и композитные материалы в 
наноразмерном состоянии [129], углеродные (нано)материалы [130-132] и т. 
д. Применение наноматериалов в данном случае особенно перспективно, 
поскольку их развитая удельная поверхность открывает широкие 
возможности иммобилизации на поверхности трансдьюсера различных 
соединений, в том числе и биомолекул.  
Одним из основных конкурентных преимуществ безметочных 
иммуносенсоров является простота конструкции, а также малое количество 
дополнительных реагентов или их полное отсутствие во время процедуры 
иммуноанализа. Поэтому безметочные иммуносенсоры могут быть легко 
миниатюризированы и коммерциализованы. На их основе сегодня создаются 
различные биочипы для мультиплексного детектирования по типу «lab on the 
chip», «point of care diagnostics», «smart card» и другие [133]. 
Основная проблема безметочных иммуносенсоров – недостаточная 
воспроизводимость полученных результатов вследствие влияния большого 
количества внешних факторов, таких как, загрязнение подложки, 
механические повреждения и др. на рабочую поверхность иммуносенсора.  
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1.4.2. Метка в иммуносенсорах 
Метка – один из основных компонентов иммуносенсора. Основная 
функция метки – генерировать стабильный во времени, воспроизводимый 
отклик, качественно или количественно характеризующий содержание 
аналита в пробе, легко и быстро детектируемый визуально или аппаратурно 
[134-137]. Конструкционные особенности иммуносенсора, способ 
детектирования аналитического сигнала, состав анализируемых проб и т. д. 
определяют круг потенциальных меток в каждом отдельном иммуносенсоре.  
Метод иммуноанализа, в котором в качестве метки применяют 
ферменты, а сигналообразующей является реакция между ферментом и 
специфическим субстратом, называется методом иммуноферментного 
анализа (ИФА) [94]. В классическом варианте иммуноферментного анализа в 
качестве носителя используют 96-луночный планшет с иммобилизованными 
антителами, а аналитический сигнал детектируют с использованием 
фотометрических «ридеров». В настоящее время разработано большое 
количество разновидностей ИФА [138-140] для качественного и 
количественного определения бактериальных и вирусных агентов [141-142], 
онкомаркеров [143], гормонов [144], наркотических соединений и т. д. К 
основным недостаткам ИФА относятся необходимость применения дорогих 
и нестабильных ферментов, сложного оборудования (в случае аппаратурного 
ИФА), а также длительность процедуры. 
В таблице 5 представлены различные варианты иммуносенсоров. 
41 
Таблица 5 – Иммуносенсоры 
Определяемый компонент Биораспознающий слой 
Принцип детекции, 
предел обнаружения 
Ссылка 
1 2 3 4 
C. parvum Ag2S@silica меченые антитела, сэндвич 
Фотолюминесценция 
10 КОЕ/мл 
[145] 
Escherichia coli 
Квантовые точки CdSe/ZnS 
конкурентный иммуноанализ 
Флуоресценция 
28 КОЕ/мл 
[146] 
Salmonella enterica 
Au наночастицы/антитела 
сэндвич 
Дифференциально-
импульсная 
вольтамперометрия 
10
3
 КОЕ/мл 
[147] 
Грамотрицательные 
бактерии 
Fe3O4–Au (ядро-оболочка)/антитела 
Raman-спектроскопия 
0.1 ppb 
[148] 
S. typhi Квантовые точки/антитела 
Флуоресценция 
10
3
 КОЕ/мл 
[149] 
Escherichia coli Квантовые точки/антитела 
Фотолюминесценция 
10
4
 КОЕ/мл 
[150] 
 
4
1
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Продолжение таблицы 5 
1 2 3 4 
Francisella tularensis 
ИФА, антитело-золото 
(самоорганизующиеся монослои) 
Амперометрия 
31 КОЕ/мл 
[151] 
3-бромбифенил 
ИФА, Углерод/метиленовый 
синий/фермент 
Вольтамперометрия 
2.25 пМ 
[152] 
Brucella abortus ИФА, сэндвич 
Амперометрия 
0.1 мг/л 
[153] 
Escherichia coli 
O157:H7 
Au-SiO2/авидин/антитело (сендвич) 
Вольтамперометрия 
32 КОЕ/мл 
[154] 
Enterobacter sakazakii ИФА, сэндвич 
Вольтамперометрия 
91 КОЕ/мл 
[155] 
Escherichia coli Fe3O4/антитела 
Флуоресцентный 
1000 КОЕ/мл 
[156] 
Pseudomonas aeruginosa 
Антитела/магнитные углеродсодержащие 
нанотрубки/родамин 
Флуоресцентный 
130 КОЕ/мл 
[157] 
  
4
2
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Продолжение таблицы 5  
1 2 3 4 
Escherichia coli  
P. aeruginosa  
S. aureus  
S. epidermidis 
Синтетические 
противомикробные белки 
Вольтамперометрия, 
импедансная спектроскопия 
100 КОЕ/мл 
[158] 
S. typhi Au наночастицы/антитела 
Вольтамперометрия 
98.9 КОЕ/мл 
[159] 
Патогенные бактерии 
Электроосаждение золота под 
действием ферментов 
Вольтамперометрия 
4.2 пг/мл 
[160] 
Staphylococcal enterotoxin B 
Наночастицы 
Au/полианилин/антитела 
Вольтамперометрия, 
импедансная спектроскопия 
0.017 нг/мл 
[161] 
Salmonella enterica 
Антитела/наночастицы Au 
(сэндвич) 
Дифференциально-
импульсная 
вольтамперометрия 
143 КОЕ/мл 
[162] 
  
4
3
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Продолжение таблицы 5  
1 2 3 4 
E. coli O157:H7 Антитела/глутаровый альдегид 
Амперометрический 
800 КОЕ/мл 
[163] 
Escherichia coli Антитела/полианилин 
Вольтамперометрический 
70 КОЕ/мл 
[164] 
Mycobacterium tuberculosis 
Система модифицированных 
антителами микронасадок 
Амперометрический 
100 КОЕ/мл 
[165] 
Escherichia coli 
Антитела-наночастицы золота-
ферроцен 
Вольтамперометрический 
60 КОЕ/мл 
[166] 
E. coli O157:H7 Антитела-наночастицы серебра 
Дифференциально-
импульсная 
вольтамперометрия 
13 КОЕ/мл 
[167] 
Афлатоксин В 
Антитела-углеродные 
нанотрубки-хитозан 
Вольтамперометрический 
3.5 нг/л 
[168] 
 
 
4
4
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Применение в качестве меток органических красителей и 
синтетических/полусинтетических хромофоров существенно расширяет 
аналитические возможности иммуносенсоров. В работе [169] показана 
возможность использования протеиновых красителей в оптических 
иммуносенсорах. В отличие от природных протеиновых красителей, 
хромофорные центры флуоресцентных белков формируют путем 
самокатализуемой модификации их собственных аминогрупп. Это позволяет 
получать хромофорные структуры с различными характеристиками, а значит, 
расширить область их применения. Авторами предложен способ определения 
альфа-фетопротеина человека с использованием в качестве метки 
флуоресцентных латексных частиц, иммобилизованных на поверхности 
первичных антител. Вторичные биотинилированные антитела и меченый 
стрептавидином фермент (пероксидаза хрена) использовали для создания 
сэндвич структуры иммунокомплекса и получения преципитата «H2O2-
флуоресцентный краситель» на поверхности латексных частиц. 
Разработанный метод экспрессен, имеет низкий предел обнаружения (1нг/мл) 
и широкий диапазон линейности (1 - 105 нг/мл). Главным недостатком 
является нестабильность и высокая стоимость используемых реагентов. 
Предложен оригинальный подход [170] к определению E. coli и S. 
aureus фотометрическим методом с использованием в качестве меток 
органических веществ, изменяющих цвет раствора при взаимодействии с 
бактериальными метаболитами. Разработанный метод экспрессен 
(длительность 15-20 минут), однако при работе с пробами, содержание 
бактерий в которых превышает 103 КОЕ/мл, линейность градуировочной 
зависимости значительно ухудшается. 
В последние годы, одними из широкоиспользуемых материалов в 
биосенсорах являются липосомы – замкнутые пузырьки, состоящие из 
нескольких слоев фосфолипидов со встроенными в структуру белками. 
Внутреннее пространство липосом может быть заполнено водой, спиртом, в 
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него могут быть помещены различные наноматериалы [171, 172], 
органические красители [173, 174] и т. д. 
Новый класс полимерных материалов – дендримеры (шарообразные 
макромолекулы, имеющие древовидную структуру с общей центральной 
группой), обладающие структурной однородностью, биосовместимостью, 
возможностью контроля и изменения состава и размеров, являются 
неотъемлемой частью некоторых биосенсоров. Имеется большое количество 
литературных данных, посвященных синтезу, исследованию свойств и 
применению таких материалов и иммуноанализе [175-177]. Дендримеры 
могут быть использованы в иммуноанализе с целью иммобилизации молекул 
на поверхности электрода, увеличения чувствительности сенсора путем 
реализации наилучшей поверхностной ориентации аффинных центров 
антигенов и антител, в качестве компонентов самоорганизующихся 
монослоев и меток [178-180]. Сегодня дендримеры активно применяют также 
в качестве компонентов иммуномембран – материалов, способных к 
селективному распознаванию антигенов на любой твердой поверхности, а 
также для создания антитело-подобных макромолекул из аптамеров и 
дендримеров. Основным недостатком дендримеров является сложность и 
многостадийность синтеза. 
Однако в последние годы все более широкое применение в качестве 
меток получили наночастицы. Это связано с уникальными оптическими, 
электрохимическими, каталитическими свойствами материалов в 
наноразмерном состоянии, а также возможностью иммобилизировать их на 
поверхности антител, что позволяет улучшить чувствительность и точность 
детектирования. В частности, квантовые точки – наноразмерные кристаллы 
полупроводника с широким спектральным диапазоном свечения, широко 
используют в иммуноанализе [181-184]. 
Квантовые точки могут иметь самое разнообразное строение и состав, 
их успешно конъюгируют с биологическими молекулами, модифицируют 
органическими соединениями, включают в состав нанолистов и волокон, 
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объединяют в нано- и микрокапсулы [185]. Квантовые точки в сочетании с 
традиционной процедурой ИФА позволяют увеличить чувствительность 
определения и сократить время проведения анализа. В работах [186] описан 
способ неконкурентного ИФА для определения сульфаметазина и β-метазона 
с применением квантовых точек в качестве иммуносорбентов. Полученные 
результаты показали двукратное увеличение чувствительности 
детектирования по сравнению со стандартным ИФА.  
Квантовые точки активно применяют и в качестве самостоятельных 
меток в иммуноанализе. Авторы [187] разработали 
электрохемилюминесцентный иммуносенсор для определения простат-
специфического антигена с использованием в качестве метки квантовых 
точек на основе оксида цинка и углеродных нанотрубок. Двойное 
детектирование аналитического сигнала от метки позволяет обнаружить 
аналит при экстремально низком его содержании. Иммуносенсор работает в 
диапазоне 0.0001 – 500 нг/мл, имеет предел обнаружения 0.61 пг/мл. 
Несмотря на то, что квантовые точки сегодня являются коммерчески 
доступными, их использование в иммуносенсорах ограничивается 
токсичностью, зависимостью аналитического сигнала от размера частиц, а 
также, в ряде случаев, сложностями их синтеза и хранения [188]. 
Таким образом, применение в иммуноанализе сигналообразующих 
нанометок небиологической природы позволяет улучшать чувствительность 
определения вследствие увеличения интенсивности отклика, а также 
создавать стабильные сенсоры с длительным сроком хранения.  
Несмотря на огромное разнообразие современных физико-химических 
способов детектирования аналитического сигнала в иммуноанализе, 
наиболее широкое практическое применение нашли именно 
электрохимические сенсоры, обладающие рядом неоспоримых преимуществ: 
высокая чувствительность и точность, селективность и экспрессность, 
невысокая себестоимость и универсальность. 
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1.4.3. Электрохимические иммуносенсоры с использованием 
наноматериалов для определения бактериальных агентов 
Общий принцип работы электрохимических иммуносенсоров с 
использованием наноматериалов представлен на рисунке 7 [189]. 
 
 
Рисунок 7 – Принцип действия электрохимических иммуносенсоров с 
использованием наноматериалов. 
 
Электрохимические иммуносенсоры нашли наиболее широкое 
практическое применение в силу ряда причин [3]: 
 Электрохимические методы анализа являются одними из самых 
хорошо изученных и востребованных во всех лабораториях мира. 
Так, не случайно электрод Кларка – первый в истории биосенсор 
основан именно на потенциометрическом детектировании 
аналитического сигнала, а рН-метры и приборы 
вольтамперметры для определения тяжелых металлов – одни из 
самых простых и доступных аналитических устройств. 
 Многие коммерчески доступные электрохимические сенсоры, 
например планарные электроды, могут быть успешно 
использованы в качестве основы для создания биосенсоров. 
 Законы переноса электронов можно успешно применять в самых 
различных конструкциях биосенсоров (изменение рН, прямой и 
обратный сигнал от метки, сигнал медиаторной системы и т. д.). 
Это позволяет существенно расширить горизонты 
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исследователей в области использования биораспознающих 
агентов. 
 В электрохимических методах анализа не требуется строгое 
соответствие определенной геометрии, формы или размера 
электрода и это в конечном итоге приводит к расширению круга 
потенциальных биоаналитов. 
Все измерительные устройства в электрохимии работают по принципу 
переноса заряда в системе электрод/электролит. При этом некоторые 
биореагенты (медиаторы, субстраты ферментов, электролиты) помещают в 
объем раствора, но изменение электрохимических характеристик все равно 
происходит на поверхности электрода и в приэлектродном пространстве. Это 
принципиально отличает электрохимические методы анализа от, например, 
оптических, где чаще всего имеют место гомогенные процессы, и это 
позволяет улучшить чувствительность электрохимических иммуносенсоров. 
Применение твердых электродов открыло массу новых возможностей, в том 
числе, и в случае определения биоаналитов [190]. 
Стремление к миниатюризации, универсальности и экономичности 
также является неотъемлемой характеристикой современности. В этом еще 
одно конкурентное преимущество электрохимических методов анализа и 
сенсоров на их основе. В настоящее время известны работы по созданию 
тонкослойных электрохимических ячеек для иммуноанализа, биосенсоров, 
способных работать in vivo, т. е. определять количественное содержание 
биоаналитов непосредственно в живом организме и т. д [191-194].  
Особенно актуальным направлением является использование в 
электрохимическом иммуноанализе наночастиц. Уникальные свойства 
материалов в наноразмерном состоянии диктует следующие основные 
тенденции их практического применения: [195] 
1. Использование наночастиц в качестве сигналообразующей метки 
В качестве электроактивной метки в основном используют 
наночастицы металлов, способные легко окисляться или восстанавливаться 
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на поверхности рабочего электрода в заданном диапазоне потенциалов. Это 
могут быть наночастицы золота, серебра, переходных металлов. Углеродные 
наноматериалы могут быть использованы в качестве метки, если их 
поверхность модифицирована электроактивными соединениями. В случае 
использования в качестве метки наночастиц, неспособных к окислению или 
восстановлению в заданном диапазоне потенциалов, зачастую применяют 
электрокаталитические механизмы или мощные окислители на стадии 
пробоподготовки с целью получения ионной формы металла с последующим 
его электровосстановлением или расширяют рабочий диапазон потенциалов 
(например, путем использования в качестве среды апротонных 
растворителей) [196]. 
2. Использование наночастиц в качестве электрокатализаторов и 
компонентов ультрамикроэлектродов 
Данная стратегия предполагает детектирование продуктов 
электрокатализа с использованием наночастиц. Наночастицы, включенные в 
иммунокомплекс на поверхности рабочего электрода, помещают в среду с 
избытком субстрата (часто это органические соединения различной природы) 
и по изменению тока электропревращения субстрата судят о количестве 
наночастиц, а, следовательно, и о содержании биоаналита в исследуемой 
пробе [196-198]. 
3. Использование наночастиц в качестве агентов для 
концентрирования электроактивных меток 
В этом случае наночастицы металлов могут служить нуклеационными 
центрами для образования новых металлических наночастиц из раствора, 
содержащего соль этого металла. Электрохимический отклик от этих 
наночастиц и является аналитическим сигналом. Таким образом, в данном 
варианте иммуноанализа метка синтезируется уже внутри или на 
поверхности иммунокомплекса [200-202].  
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Наночастицы металлов 
Металлические наночастицы или их оксиды используются в 
электрохимических иммуносенсорах достаточно часто. Химическая 
инертность, небольшие размеры, высокая проводимость, электрохимическая 
и электрокаталитическая активность, адсорбционная емкость, а также 
развитая поверхность позволяют успешно применять их в 
электрохимических иммуносенсорах для определения как 
низкомолекулярных, так и высокомолекулярных биоаналитов. Так, 
наночастицы золота нашли широкое применение в качестве меток в 
электрохимических иммуносенсорах для определения бактериальных и 
вирусных агентов [203, 204]. Наночастицы золота и серебра также 
используют в качестве материалов сенсоров, модифицирующих агентов для 
улучшения чувствительности электродов, компонентов электрокатализаторов 
и т. д. В обзорах [205, 206] представлены основные способы и перспективы 
использования наночастиц благородных металлов в электрохимических 
иммуносенсорах. Поверхность металлических наночастиц может быть 
модифицирована антителами, ферментами, антигенами, органическими 
соединениями и т. д. При этом электрохимическая активность наночастиц 
остается высокой [204].  
Оригинальный подход к определению Staphylococcal enterotoxin B 
предложен авторами [207]. В качестве метки в работе использовали 
наночастицы состава «ZnS-квантовые точки». Аналитический сигнал 
измеряли двумя способами: измерение флуоресценции и 
вольтамперометрического отклика от метки. Разработанный метод 
характеризуется высокой чувствительностью определения, равной 0.2 нг/мл 
для флуоресцентной детекции и 0.24 нг/мл для электрохимической. При этом 
авторы подчеркивают, что именно электрохимическая детекция позволяет 
быстро, недорого и независимо от размера квантовых точек количественно 
обнаружить аналит в исследуемой пробе в минимальных количествах. 
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Композитные частицы металлов, имеющие строение «ядро-оболочка» 
активно применяют в качестве меток при создании иммуносенсоров ввиду их 
широкого разнообразия, коммерческой доступности и уникального сочетания 
различных физико-химических свойств (магнетизм, адсорбция, адгезия, 
гидрофильность/гидрофобность). Некоторые примеры иммуносенсоров с 
использованием таких материалов приведены в таблице 5.  
Интересный подход к определению бактерий Escherichia coli в водных 
объектах предложен в работе [208]. Авторы разработали иммуносенсор для 
определения бактерий Escherichia coli в водных объектах с использованием в 
качестве метки Ag-SiO2 частиц, созданных по принципу ядро-оболочка, на 
поверхности которых были локализованы антитела с флуоресцентным 
красителем. Аналитическим сигналом является степень уменьшения 
фотолюминесценции в случае образования иммунокомплекса на поверхности 
стеклянной подложки. Предел обнаружения метода составляет 5 КОЕ/мл. 
Недостатком предложенного метода является аппаратурные ограничения 
качества детектирования аналитического сигнала, а также сложность 
стандартизации технологии получения модифицированных наночастиц. 
Таким образом, в настоящее время известно большое количество 
разнообразных иммуносенсоров с использованием наночастиц металлов 
(таблица 5). Такие сенсоры имеют достаточно простую конструкцию, 
высокую точность определения и низкую стоимость. Основная проблема – 
невысокая агрегативная устойчивость суспензий наночастиц, вследствие чего 
ухудшается чувствительность и точность определения [209]. 
Углеродные наноматериалы 
Углеродные наноматериалы также активно используют при создании 
иммуносенсоров. Механическая прочность, большая удельная поверхность, 
химическая инертность, биосовместимость, низкая токсичность, 
возможность создания гибридных материалов и т. д. позволяют успешно 
использовать углеродные наноматериалы не только в качестве метки в 
иммуноанализе, но с целью улучшения аналитических характеристик 
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чувствительных элементов сенсоров [210, 211], для закрепления и удержания 
биораспознающего слоя на поверхности трансдьюсера [212, 213], а также в 
качестве основного материала при изготовлении иммуносенсоров. Наиболее 
известными углеродными наноматериалами являются нанотрубки, графен и 
его оксиды, фуллерены, графит, углеродные нановолокна и др. 
Углеродные нанотрубки – одни из наиболее широко используемых в 
иммуносенсорах углеродных материалов. Углеродные нанотрубки 
представляют собой простой молекулярный наноматериал, состоящий из 
нанолиста графита или графена, имеющего форму цилиндра или усеченного 
конуса. Они имеют большую удельную поверхность, которая легко 
поддается функционализации, например, антителами, наночастицами, ПАВ и 
т. д. [214].  
Применению углеродных наноматериалов, в том числе и нанотрубок, в 
иммуносенсорах посвящено большое количество оригинальных статей и 
обзоров [215-219]. Авторами [220] предложен способ определения бактерий 
E. coli, Ampylobacter и Salmonella электрохимическим методом с 
использованием многостенных нанотрубок в качестве материала рабочего 
электрода. Меткой в данном варианте иммуноанализа служили ионы 
металлов, высвобождающиеся из нанокристаллических комплексов вида α-
E.coli-CdS, α-Сampylobacter-PbS и α-Salmonella-CuS, а аналитическим 
сигналом – электрохимический отклик, полученный методом анодной 
вольтамперометрии на планарных электродах. Разработанный метод прост и 
экспрессен, однако предел обнаружения составляет 400 КОЕ/мл, а диапазон 
линейности 103 - 5·105 КОЕ/мл, что не позволяет использовать сенсор в 
аналитических лабораториях для обнаружения малых количеств патогенов.  
Углеродные нановолокна и нанонити также могут быть использованы в 
качестве меток в электрохимических иммуносенсорах. Однако, ввиду 
ограниченной электропроводимости вследствие «краевого эффекта» (атомы 
на поверхности не полностью связаны друг с другом), характерного для 
данного типа материалов, их применение на практике ограничено [221]. 
54 
Несмотря на то, что использование углеродных наноматериалов в 
иммуносенсорных системах позволяет расширить круг определяемых 
аналитов, а также положительно влияет на чувствительность и точность 
определения, при синтезе таких наноматериалов, как правило, используют 
дорогостоящие физические методы (лазерная абляция и др.) или сложные 
технологии химического синтеза, требующие создания специальных условий 
(автоклавирование, катализ и т. д.). 
Магнитные наночастицы переходных металлов 
Магнитные наночастицы переходных металлов – большая группа 
наноматериалов, объединенных общим свойством – суперпарамагнетизм. К 
этой группе относятся наночастицы оксидов железа, ферритов марганца, 
кобальта и никеля, а также композитные материалы (например, FePt, Fe3O4-
Ag, Fe3O4-Au, CdS-FePt и др.). Частицы могут быть синтезированы 
физическими (осаждение в газовой фазе, электронно-лучевая литография, 
высокотемпературное разложение), химическими (соосаждение, золь-гель 
синтез, электроосаждение, синтез в аэрозолях и т. д.) и 
микробиологическими способами [222-225].  
Магнитные наночастицы переходных металлов могут быть 
использованы в качестве метки в иммуноанализе, в качестве агентов для 
магнитного концентрирования биомолекул на поверхности рабочего 
электрода, а также с целью увеличения электропроводимости и усиления 
электрокаталитических свойств иммуносенсоров [226, 227]. Поверхность 
магнитных наночастиц зачастую дополнительно функционализируют 
антителами, ферментами, биополимерами и т. д. с целью улучшения 
биосовместимости и уменьшения токсичности [228]. В работе [229] 
представлен способ иммобилизации антител на поверхности магнитных 
наночастиц оксида железа и разработки магнитосомных мембран для 
селективного связывания, извлечения и количественного определения 
Bacillus subtilis. Авторами достигнута высокая селективность извлечения 
бактерий из смеси нескольких микроорганизмов. 
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Авторами [230] предложен электрохимический иммуносенсор для 
селективного определения Salmonella thyphimurium и Escherichia coli с 
использованием магнитных микро- и наночастиц с целью реализации 
магнитного концентрирования биореагентов на поверхности рабочего 
электрода. В качестве метки использовали пероксидазу хрена, а 
аналитический сигнал измеряли амперометрически. В работе показана 
эффективность магнитной сепарации бактерий, как из модельных растворов, 
так и реальных проб молока. 
Кондуктометрический иммуносенсор для определения 
грамотрицательных бактерий на основе магнитных наночастиц представлен в 
работе [231]. Меченые наночастицами антитела помещали в исследуемую 
пробу, инкубировали, смесь разделяли с использованием магнитного поля. 
Далее меченный иммунокомплекс помещали на поверхность рабочего 
электрода. Иммуносенсор предназначен для определения бактерий 
Pseudomonas aeruginosa и Acinetobacter baumannii. Существенным 
недостатком данного сенсора является узкий диапазон линейности (10-1000 
КОЕ/мл). 
Использование магнитных наночастиц не только для концентрирования 
биореагентов, но и  в качестве сигналообразующей метки электрохимической 
природы позволяет проводить определение аналита с максимальной 
чувствительностью и точностью без использования дополнительных 
реагентов для концентрирования. Однако это является непростой задачей, 
поскольку окислительно-восстановительные процессы магнитных 
наноматериалов сопряжены с возникновением большого перенапряжения 
переноса заряда в системе «трансдьюсер-метка-раствор фонового 
электролита». Так авторы [232] использовали наночастицы Fe3O4 в качестве 
метки в электрохимическом иммуноанализе для определения бактерий 
Salmonella Typhimurium. Наночастицы инкубировали с бактериями 
исследуемой пробы, затем с помощью магнита отделяли свободные частицы, 
после чего в пробирку помещали углеродсодержащий трансдьюсер с 
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иммобилизованными на поверхности антителами против Salmonella 
Typhimurium. Аналитическим сигналом в данном случае служил ток 
восстановления ионов Fe3+, полученных после кислотного разложения 
меченного наночастицами иммунокомплекса. Разработанный метод является 
чувствительным и точным, имеет широкий диапазон линейности (102-106 
КОЕ/мл), однако его существенным недостатком является длительная и 
многостадийная процедура кислотного разложения меченого 
иммунокомплекса. 
В работе [233] представлен электрохимический иммуносенсор для 
определения бактерий Escherichia coli с использованием в качестве метки 
нанокомпозитов на основе магнетита и оксида кремния, модифицированных 
ферроценом. Электрохимический отклик от ферроцена, зарегистрированный 
методом циклической вольтамперометрии, определяет количество меченых 
бактерий, локализованных на поверхности электрода в результате 
протекания иммунореакции. Сенсор обладает высокой чувствительностью 
(предел обнаружения 2.3·103 КОЕ/мл) и экспрессностью (процедура анализа 
не превышает 40 минут), однако сложность синтеза и нестабильность метки 
при хранении является его существенными недостатками. В связи с этим, 
актуальной задачей является получение стабильного отклика 
электрохимической природы непосредственно от наночастиц магнетита. 
В целом электрохимические иммуносенсоры с использованием 
магнитных наноматериалов имеют большие перспективы практического 
применения в лабораторной практике. Уникальное сочетание малых 
размеров, развитой поверхности, простоты и низкой стоимости синтеза, 
высокой стабильности и электрохимической активности с магнитными 
свойствами делает их перспективным материалом в электрохимическом 
иммуноанализе, поскольку появляется возможность увеличения 
чувствительности иммуносенсора за счет введения в процедуру стадий 
магнитного концентрирования и магнитной сепарации.  
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1.5. Постановка задачи 
Анализ многочисленных литературных данных позволяет выделить 
следующие основные требования к биосенсорам: простота, универсальность 
и миниатюрность оборудования, высокая чувствительность и точность 
детектирования, широкий круг потенциально детектируемых патогенов, а 
также экспрессность, низкая себестоимость и высокая производительность.  
Разработчики биосенсоров стремятся создать устройства, позволяющие 
определить бактериологический состав исследуемых образцов максимально 
быстро и качественно, а значит, своевременно диагностировать 
инфекционное заболевание, обнаружить нарушение технологии производства 
и хранения пищевых продуктов или ухудшение качества объектов 
окружающей среды. Также, немаловажным фактором является возможность 
проведения анализа в небольших клинических лабораториях, в лабораториях 
заводов, в полевых условиях или у постели больного. В связи с этим 
неоспоримые преимущества имеют именно электрохимические 
иммуносенсоры. В отличие от стандартных методов, таких как ИФА и ПЦР, 
они не требуют применения дорогих и нестабильных ферментов, выделения 
и амплификации участков ДНК, дорогостоящего оборудования и 
привлечения высококвалифицированных специалистов. В последние 
десятилетия электрохимический иммуноанализ постоянно совершенствуется, 
используя новейшие достижения в области физики, химии, биологии и 
нанотехнологий. Применение в иммуноанализе магнитных нанометок 
позволяет включить в процедуру стадии магнитного отделения и 
концентрирования иммунокомплекса, что положительным образом влияет на 
чувствительность и точность определения бактериальных патогенов. 
Получение прямого электрохимического сигнала от такой метки позволит 
существенно сократить временные затраты и упростить процедуру 
иммуноанализа. 
Таким образом, целью данной диссертационной работы является 
разработка бесферментного электрохимических иммуносенсоров для 
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количественного определения бактерий Escherichia coli ATCC 25992 и 
Staphylococcus aureus B-1266 с использованием в качестве метки наночастиц 
магнетита. 
Достижение поставленной цели требует решения ряда задач: 
 Исследовать строение, состав и морфологические особенности 
синтезированных наночастиц состава «Fe3O4-хитозан» и «Fe3O4-3-
аминопропилтриэтоксисилан» синтезированных методом соосаждения. 
 Изучить характер электропревращений наночастиц Fe3O4 в апротонной 
среде. 
 Изучить влияние модифицирующего покрытия на седиментационную 
устойчивость и электрохимические свойства наночастиц Fe3O4. 
 Осуществить выбор оптимальных условий формирования 
аналитического сигнала от наночастиц магнетита в апротонной среде. 
 Исследовать кинетические особенности взаимодействия наночастиц 
«Fe3O4-хитозан» и «Fe3O4-3-аминопропилтриэтоксисилан» с клетками 
Escherichia coli ATCC 25992 и Staphylococcus aureus B-1266 
 Осуществить выбор рабочего электрода и оптимального способа 
модифицирования его поверхности антителами 
 Осуществить выбор оптимальных условий формирования 
иммунокомплекса «антитело - меченая наночастицами бактерия» на 
поверхности рабочего электрода 
 Осуществить разработку алгоритмов проведения процедуры анализа 
для количественного определения бактерий Escherichia coli ATCC 25992 и 
Staphylococcus aureus B-1266 
 Провести анализ целевых бактерий (Escherichia coli ATCC 25992 и 
Staphylococcus aureus B-1266) в модельных суспензиях и реальных пробах с 
использованием разработанного электрохимического иммуносенсора и 
референсных лабораторных методов (бактериального посева и 
иммуноферментного анализа). 
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ГЛАВА 2. АППАРАТУРА И ТЕХНИКА ЭКСПЕРИМЕНТА 
2.1. Оборудование и средства измерений 
Деионизированную воду для приготовления растворов получали на 
комбинированной мембранной установке серии ДВС-М/1НА(18)-N 
("Медиана-Фильтр", г. Москва). 
Синтез и модифицирование поверхности наночастиц Fe3O4 
осуществляли с использованием следующего оборудования: 
 мешалка с верхним приводом IKA EUROSTAR digital 2482000 (IKA, 
Германия). 
 магнитный штатив "MagneSphere®" для 12 микропробирок 
«EppendorfT» («Promega», США) с напряженностью магнитного поля 
31.83·103 А/м. 
 ультразвуковой гомогенизатор с микропроцессорным управлением 
Ultrasonic processor 500W (Sigma-Aldrich, США).  
 аналитические весы «Shimadzu» с точностью 0.0001 г.  
Инкубирование наночастиц с микробными клетками, а также 
образование иммунокомплекса на поверхности рабочего электрода 
проводили в мини-инкубаторе GFL type 1010 (Gesellschaft fur Labortechnik, 
Германия). 
Контроль кислотности растворов осуществляли с использованием 
минивольтметра «Эксперт-рН» («Эконикс-Эксперт», г. Москва). 
Для проведения фотометрических измерений использовали 
спектрофотометр ПЭ 5400 (ООО «Экохим», Россия). 
Морфологию клеток бактериальных штаммов исследовали методом 
фазово-контрастной микроскопии с помощью микроскопа Axioskop 40 (Carl 
Zeiss, Германия). 
Микроскопические исследования проводили с использованием 
электронного микроскопа JEM 1400 (Jeol, Япония). Фотосъемку, анализ и 
обработку снимков осуществляли с помощью цифровой камеры бокового 
вывода Veleta (SIS, Германия) и программного пакета iTEM (SIS, Германия). 
60 
2.2. Реактивы и рабочие растворы 
При проведении исследований использовали следующие реактивы: 
 Стерильный физиологический раствор 0.9% NaCl (НПП «ПанЭко»), 
 хлорид железа III шестиводный («Sigma-Aldrich», США),  
 хлорид железа II четырехводный («Sigma-Aldrich», США),  
 гидроксид аммония 25% («НеваРеактив» г. Санкт-Петербург), 
 кислота уксусная («НеваРеактив» г. Санкт-Петербург),  
 хитозан (синтезирован сотрудниками института естественных наук 
Уральского федерального университета), 
 3-аминопропилтриэтоксисилан («Sigma-Aldrich», США),  
 ацетонитрил («Sigma-Aldrich», США),  
 перхлорат лития («Sigma-Aldrich», США),  
 гидроксид натрия о. с. ч. («Sigma-Aldrich», США),  
 хлорид калия о. с. ч («Sigma-Aldrich», США),  
 кислота серная («НеваРеактив» г. Санкт-Петербург),  
 ГСО ионов золота («ЛенРеактив», г. Санкт-Петербург), 
 нанотрубки углеродные («Sigma-Aldrich», США), 
 бактерии Escherichia coli штамм ATCC-25922 (ФГУН ГНЦ ВБ «Вектор», 
г. Новосибирск),  
 бактерии Salmonella infantis штамм В-1281 (ФГУН ГНЦ ВБ «Вектор», г. 
Новосибирск),  
 бактерии Bacillus licheniformis штамм В-299 (ФГУН ГНЦ ВБ «Вектор», 
г. Новосибирск),  
 кроличьи поликлональные антитела к бактерии Escherichia coli 1 г/л 
(ФГУН ГНЦ ВБ «Вектор», г. Новосибирск), 
 бактерии Staphylococcus aureus В-1266 (ФГУН ГНЦ ВБ «Вектор», г. 
Новосибирск),  
 бактерии Escherichia coli штамм В-79 (ФГУН ГНЦ ВБ «Вектор», г. 
Новосибирск), 
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 бактерии Bacillus subilis штамм В-654 (ФГУН ГНЦ ВБ «Вектор», г. 
Новосибирск), 
 кроличьи поликлональные антитела к бактерии Staphylococcus aureus 1 
г/л (Sigma Aldrich, США), 
 жидкая среда для культивирования бактерий LB («Difco», США) рН=7.0 
– 7.2, 
 перекись водорода медицинская 36-38% (ООО «Лега» г. Дзержинск), 
 деионизированная вода. 
2.3. Методики проведения экспериментов 
2.3.1. Синтез наночастиц Fe3O4 
Наночастицы Fe3O4 синтезировали методом соосаждения [234]. На 
первом этапе в 50 мл деионизованной воды растворяли 0.1167 г FeCl3·6H2O и 
0.0429 г FeCl2·4H2O. Далее в полученный раствор при постоянном 
перемешивании по каплям добавляли 0.27 мл 25% раствора NH4OH, 
реакционную массу перемешивали в течение 30 мин. Наночастицы магнетита 
выделяли из реакционной среды с использованием постоянного магнита, 
промывали раствором NH4OH (рН=8) и отделяли, используя постоянный 
магнит (напряженность магнитного поля 31.83·103 А/м). Процедуру 
повторяли 3 раза.  
Рабочие суспензии наночастиц Fe3O4 готовили непосредственно перед 
проведением иммуноанализа методом последовательного разбавления 
исходной суспензии с концентрацией 1 г/л. Перед разбавлением исходную 
суспензию наночастиц подвергали ультразвуковой обработке в течение 10 с.  
2.3.2. Модифицирование поверхности наночастиц Fe3O4 хитозаном 
Модифицирование наночастиц магнетита хитозаном проводили по 
известной методике [235]. Полученные на предыдущей стадии наночастицы 
добавляли в 0.0001 М раствор хитозана в 1% уксусной кислоте и 
перемешивали в течение 6 часов. Модифицированные наночастицы выделяли 
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из реакционной среды с использованием постоянного магнита 
(напряженность магнитного поля 31.83·103 А/м).  
2.3.3. Модифицирование поверхности наночастиц Fe3O4 3-
аминопропилтриэтоксисиланом 
Модифицированные наночастицы магнетита готовили согласно 
методике, предложенной авторами [236]. К суспензии магнитных наночастиц 
Fe3O4 при непрерывном перемешивании по каплям добавляли избыток 3-
аминопропилтриэтоксисилана, после чего перемешивали еще в течение 6 
часов. Модифицированные наночастицы выделяли из реакционной среды с 
использованием постоянного магнита (напряженность магнитного поля 
31.83·103 А/м). 
2.3.4. Культивирование бактерий 
Бактерии Escherichia coli штамм АТСС 25922 культивировали в 
жидкой и агаризованной среде LB («Difсo», США) с рН 7.0-7.2. Опытные 
суспензий бактериальных клеток готовили с использованием бульонных 
культур штаммов, наработанных в течение 18-24 часов, при температуре 30-
37°С на термостатированной качалке. Далее в иммунологических 96-
луночных планшетах готовили серию последовательных десятикратных 
разбавлений и высевали их на агаризованную среду LB в 3-5 повторностях. 
После этого определяли титр клеток. 
Ночная культура Staphylococcus aureus штамм B-1266 была разведена с 
использованием стерильного физиологического раствора (рН 7.0 - 7.2) до 105-
10
6
 КОЕ/мл, затем из полученной таким образом суспензии сделали еще пять 
последовательных десятикратных разведения и высеяли в повторах по 10 мкл 
на агаризованную среду РПА для определения титра клеток в полученных 
разведениях. 
2.3.5. Проведение микроскопических исследований 
Исследования проводили методом негативного контрастирования. 
Суспензию наночастиц наносили на электронно-микроскопические сетки, 
покрытые поддерживающей пленкой из формвара. Образцы окрашивали 
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0.5% водным раствором фосфорно-вольфрамовой кислоты. Кроме того, 
исследовали наночастицы без дополнительного окрашивания с целью 
исключения возможных артефактов при приготовлении препарата. 
Культуру бактерий после экспозиции с НЧ фиксировали в 4%-ном 
растворе параформальдегида при +4 оС в течение 24 ч. Затем образцы 
промывали в фосфатном буфере, дофиксировали 1%-ным раствором 
осмиевой кислоты, обезвоживали по стандартной методике в растворах 
этилового спирта возрастающей концентрации и ацетоне, и заливали в смесь 
эпон-аралдит. Ультратонкие срезы готовили на микротоме Райхерт-Янг 
(Австрия), контрастировали 1%-м водным раствором уранилацета и 
исследовали в электронном микроскопе JEM 1400 (Jeol, Япония). 
Фотосъемка, анализ и обработка снимков проводилась с помощью цифровой 
камеры бокового вывода Veleta (SIS, Германия) и программного пакета iTEM 
(SIS, Германия).  
2.3.6. ИК-спектроскопия наночастиц магнетита, 
модифицированных хитозаном и 3-аминопропилтриэтоксисиланом  
Для регистрации спектров модифицированных наночастиц 
использовали инфракрасный Фурье-спектрометр «Bruker Alpha» с 
приставкой однократного горизонтального наружного полного внутреннего 
отражения (Eco-ART) с кристаллом ZnSe (область прозрачности 0.5-20 мкм, 
показатель преломления n = 2.42). Процедура получения спектров включает в 
себя несколько стадий. На первой стадии регистрировали эталонную 
интерферограмму. Образец в виде порошка или жидкости помещают на 
кристалл, прижимной винт приближают к зоне с кристаллом, после чего 
медленно и равномерно опускают его для создания требуемого давления на 
образец. Затем регистрировали интерферограмму с пробой. Отношение их 
Фурье образов дает спектр пропускания пробы. После этого получали спектр 
исследуемого материала. Образец помещали между двумя стеклами из KBr. 
Перед регистрацией спектра пробы регистрировали спектр воздуха в камере 
спектрометра. Затем стекла закрепляли в металлическом держателе кювет 
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прибора и регистрировали интерферограмму. Спектр пропускания образца 
является отношением их интерферограмм. 
2.3.7. Фотометрическое определение продуктов 
электропревращений наночастиц магнетита в апротонной среде 
Продукты электропревращений наночастиц магнетита получали 
методом препаративного электролиза наночастиц, предварительно 
нанесенных на поверхность рабочего графитового электрода, при 
потенциалах, соответствующих потенциалам пиков исследуемых процессов 
на вольтамперограммах. С целью получения достаточного количества 
продуктов электропревращений исследуемого материала, использовали 
рабочий электрод с большой площадью поверхности рабочей зоны (7 см2). 
После проведения электролиза, отбирали аликвоты фонового электролита из 
ячейки с помощью микропипетки и проводили фотометрическое 
определение ионов Fe2+ и Fe3+, используя соответствующие качественные 
реакции.  
2.3.8. Проведение электрохимических исследований 
Электрохимические исследования проводили с использованием 
потенциостата/гальваностата μAutolab Type III («Metrohm», Швейцария) в 
комплекте с трехэлектродной ячейкой. В качестве электрода сравнения 
использовали Ag/AgCl с двумя мембранами («Metrohm», Швейцария). 
Внутренний объем электрода был заполнен 0.1 М раствором KCl в воде, а 
внешний – 0.1 М раствором LiClO4 в ацетонитриле. Вспомогательным 
электродом служил стержень из стеклоуглерода («Metrohm», Швейцария). В 
качестве рабочего электрода использовали платиновый дисковый электрод (с 
рабочей поверхностью диаметром 4 мм, «Metrohm», Швейцария), 
впрессованный во фторопласт. Перед проведением каждого измерения 
рабочий электрод модифицировали путем механического нанесения 
суспензии наночастиц магнетита на рабочую поверхность. Непосредственно 
перед модифицированием электрода, суспензии с различным содержанием 
наночастиц подвергали ультразвуковой обработке в течение 10 секунд с 
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использованием ультразвукового гомогенизатора. После каждого измерения 
рабочий электрод механически очищали от модифицирующего слоя 
наночастиц. 
В качестве рабочих электродов для разработки иммуносенсоров 
использовали следующие типы планарных электродов: планарный 
платиновый электрод; толстопленочный графитсодержащий электрод с 
алюминиевым токоподводом; толстопленочный графитсодержащий электрод 
токоподводом из серебросодержащей пасты; толстопленочный 
графитсодержащий электрод. 
2.3.9. Подготовка поверхности планарного платинового электрода 
Пленку золота на рабочую поверхность планарного платинового 
электрода получали методом электроосаждения, используя ГСО ионов золота 
(концентрация 0.1 г/л) с применением катодной вольтамперометрии и 
стандартной трехэлектродной ячейки. После этого, рабочий электрод 
погружали в 0.1 М раствор тиогликолевой кислоты и выдерживали 30 минут. 
Далее 10 мкл суспензии антител против определяемых бактерий наносили на 
рабочую поверхность электрода, после чего высушивали на воздухе. 
Суспензию углеродных нанотрубок с концентрацией 1 г/л смешивали с 
0.1 М раствором тиогликолевой кислоты в соотношении 1:1, выдерживали 30 
минут, после чего 10 мкл суспензии наносили на рабочую поверхность 
электрода и высушивали на воздухе. После этого электрод модифицировали 
антителами и высушивали на воздухе. 
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ГЛАВА 3. ИССЛЕДОВАНИЕ ХАРАКТЕРА ЭЛЕКТРОПРЕВРАЩЕНИЙ 
НАНОЧАСТИЦ МАГНЕТИТА В АПРОТОННЫХ СРЕДАХ 
 
3.1. Определение состава, размера и морфологии наночастиц Fe3O4  
Размеры и морфология наночастиц магнетита, полученных методом 
соосаждения, исследованы методом просвечивающей электронной 
микроскопии (рисунок 8).  
 
 
Рисунок 8 – Электронные микрофотографии (а) дифракционная картина 
кристаллической решетки (б), гистограмма распределения по размерам (в) и 
электронограмма (г) наночастиц Fe3O4 
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На микрофотографии видны отдельные сферические образования 
нанометровых размеров (рисунок 8 а), агрегированные в более крупные 
структуры. При большем увеличении (рисунок 8 б) просматривается 
дифракционная решетка, характерная для кристаллической структуры Fe3O4. 
Согласно гистограмме, в суспензии наблюдается полидисперсность, однако 
максимум распределения по размерам приходится на величину 10 нм. 
Электронные микрофотографии наночастиц магнетита, 
модифицированных хитозаном и 3-аминопропилтриэтоксисиланом 
приведены на рисунке 9. 
 
 
Рисунок 9 – Электронные микрофотографии наночастиц Fe3O4, 
модифицированных хитозаном (а) и 3-аминопропилтриэтоксисиланом (б) 
 
На микрофотографиях отчетливо видны дисперсные контрастные 
области, соответствующие агрегированным структурам наночастиц 
магнетита. Массивные аморфные, менее плотные включения, окружающие 
наночастицы (рисунок 9 а) соответствуют полимерному покрытию 
хитозаном. На рисунке 9 (б) более светлые «гало» вокруг наночастиц 
представляют собой равномерное полимерное покрытие, которое при 
большем увеличении не показывает характерной структуры кристаллической 
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решетки. Толщина покрытия не превышает 1 нм. Состав синтезированного 
материала подтверждали методом ИК-спектроскопии (рисунок 10). 
 
 
Рисунок 10 – ИК-спектры наночастиц магнетита, модифицированных 
хитозаном (а) и 3-аминопропилтриэтоксисиланом (б)  
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Из рисунка видно, что в обоих случаях на спектрах присутствуют 
характеристические полосы поглощения в интервале 550-600 см-1, 
соответствующие Fe3O4. Полосы поглощения при 2924 см
-1, 2882 см-1 и 1408 
см-1 (спектр а) соответствуют колебаниям алкильных групп, полоса 
поглощения при частоте 1153 см-1 характерна для карбонильной группы. На 
спектре (рисунок 10 б) присутствуют следующие характерные полосы: 2921 
см-1 и 2853 см-1 (С3H7-), 1617 см-1 (=NH), 988 см
-1
 (Si-O-C). Полосы 
поглощения в диапазоне частот 3300-3500 см-1 вероятно обусловлены 
присутствием следовых количеств воды в исследуемом материале.  
Таким образом, в исследуемых образцах действительно присутствуют 
наночастицы магнетита, модифицированные хитозаном (рисунок 10 а) и 3-
аминопропилтриэтоксисиланом (рисунок 10 б). 
 
3.2. Получение прямого электрохимического отклика от наночастиц 
магнетита в апротонной среде 
Получение прямого аналитического сигнала от наночастиц магнетита в 
водной среде представляется маловероятным вследствие большого 
перенапряжения окислительно-восстановительных реакций данных 
наночастиц. Рабочий диапазон потенциалов в водной среде зависит от 
многих факторов и в среднем составляет от 1 В до -1 В, что недостаточно для 
получения стабильного отклика от наночастиц Fe3O4. Проведение 
исследований в апротонных (безводных) растворителях, например, а 
ацетонитриле, позволит существенно расширить рабочий диапазон 
потенциалов и получить прямой электрохимический отклик от наночастиц 
Fe3O4.  
На рисунке 11 приведены анодно-катодные вольтамперограммы, 
полученные на платиновом электроде, модифицированном наночастицами 
магнетита и предварительно восстановленном при потенциалах -2.5 В и -1.3 
В соответственно.  
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Рисунок 11 – Анодно-катодные вольтамперограммы, полученные на 
платиновом дисковом электроде, немодифицированном (1) 
модифицированном (2) наночастицами магнетита. Потенциал 
предварительного восстановления -2.5 В (а) и -1.3 В (b). Скорость 
сканирования потенциала 50 мВ/с, время электролиза 60 с. Концентрация 
наночастиц в исходной суспензии 0.1 г/л. Фоновый электролит 0.1 М LiClO4 
в ацетонитриле 
Из рисунка видно, что при изменении потенциала предварительного 
электролиза, существенно изменяется вид анодной ветви циклической 
вольтамперограммы. Так, при наложении потенциала предварительного 
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электролиза -1.3 В (рисунок 11 б), на анодной ветви вольтамперограммы 
наблюдается 2 сигнала окисления при потенциалах -0.85 В и -0.55 В 
соответственно, тогда как в случае проведения предварительного 
электролиза при потенциале -2.5 В – только один при -0.59 В. Полученные 
анодные сигналы различаются как по величине максимального тока анодного 
пика, так и по положению потенциала пика на шкале. Электрохимические 
сигналы на катодной ветви вольтамперограммы практически идентичны. По-
видимому, катодные процессы протекают одинаково независимо от 
потенциала предварительного электролиза.  
Изучение особенностей окислительно-восстановительных процессов 
наночастиц магнетита в апротонной среде позволит получить прямой 
аналитический сигнал и оценить перспективы дальнейшего использования 
Fe3O4 в качестве прямой сигналообразующей метки в электрохимическом 
иммуноанализе. 
 
3.3. Определение возможных механизмов электропревращений 
наночастиц Fe3O4 в апротонной среде 
Количество электронов, принимающих участие в электрохимических 
превращениях наночастиц Fe3O4, рассчитывали, используя теорию 
электрохимического растворения металлов с поверхности твердого 
индифферентного электрода [237]. В таблице 6 представлены результаты 
расчетов количества электронов, принимающих участие в реакциях 
окисления наночастиц магнетита, предварительно восстановленных на 
поверхности платинового электрода при потенциалах -2.5 В и -1.3 В 
соответственно. 
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Таблица 6 - Результаты расчета количества электронов, участвующих в 
электрохимическом окислении продуктов предварительно восстановленных 
наночастиц Fe3O4 
Потенциал пика, В Количество электронов 
Предварительный электролиз при -2.5 В 
Epa = -0.59 3 
Предварительный электролиз при -1.3 В 
Epa1 = -0.85 2 
Epa2 = -0.5 1 
 
Как видно из таблицы, окисление продуктов, предварительно 
восстановленных наночастиц магнетита на поверхности рабочего электрода, 
в обоих случаях, по-видимому, протекает с переносом трех электронов. При 
этом, окисление продуктов предварительно восстановленных наночастиц при 
потенциале -2.5 В характеризуется единовременным переносом всех трех 
электронов. В случае окисления продуктов предварительно восстановленных 
наночастиц при потенциале -1.3 В наблюдается двухстадийный процесс: на 
первой стадии происходит перенос двух электронов, после чего - еще одного 
электрона. 
На рисунке 12 представлены хронопотенциограммы окисления 
продуктов предварительно восстановленных наночастиц Fe3O4.  
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Рисунок 12 - Хронопотенциограммы окисления продуктов, предварительно 
восстановленных наночастиц магнетита на поверхности рабочего электрода 
при потенциалах -1.3 В (1) и -2.5 В (2) 
 
На хронопотенциограмме, соответствующей окислению продуктов 
предварительно восстановленных наночастиц при потенциале -1.3 В, 
присутствуют две горизонтальные площадки при потенциалах -0.85 В и -0.55 
В, тогда как для продуктов наночастиц, предварительно восстановленных 
при потенциале -2.5 В – только одна при -0.59 В. Таким образом, полученные 
методом хронопотенциометрии результаты позволяют представить 
одностадийность окисления продуктов предварительно восстановленных 
наночастиц, при потенциале -2.5 В, и наличие двух стадий при окислении 
продуктов предварительно восстановленных наночастиц Fe3O4 на 
поверхности рабочего электрода при потенциале -1.3 В. 
Продукты электрохимических превращений наночастиц Fe3O4 
определяли методом качественных реакций с использованием 1,10-
фенантролина и NH4SCN [238]. Образующийся трис-1,10-фенантролиновый 
комплекс железа (II) имеет максимум светопоглощения при длине волны 508 
нм. В случае качественного определения железа (III) образуется смесь ярко-
красных роданидных комплексов железа [Fe(SCN)]2+, [Fe(SCN)2]
+
, Fe(SCN)3, 
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[Fe(SCN)4]
-
 с максимумом светопоглощения при длине волны 480 нм. 
Наличие ионов Fe3+ и Fe2+ в исследуемых пробах определяли 
спектрофотометрически. Результаты определения представлены в таблице 7. 
 
Таблица 7 - Результаты фотометрического определения продуктов 
электрохимических реакций наночастиц Fe3O4 
E, В Fe3+ (λmax = 480нм) Fe
2+
 (λmax = 508нм) 
Предварительный электролиз при потенциале -2.5 В 
Сразу после электролиза - - 
Epa= -0.59 + - 
Epc = -1.0 - - 
Предварительный электролиз при потенциале -1.3 В 
Сразу после электролиза - - 
Epa1 = -0.85 - + 
Epa2 = -0.5 + - 
Epc = -1.0 - - 
 
Полученные экспериментальные данные свидетельствуют о наличии в 
фоновом электролите ионов Fe2+ и Fe3+. Причем присутствие железа в той 
или иной степени окисления зависит от потенциала предварительного 
электролиза магнитных наночастиц на поверхности рабочего электрода.  
Таким образом, можно предположить, что окислительно-
восстановительные превращения наночастиц магнетита в апротонном 
растворе протекают согласно следующей схеме: 
. 
Различия в протекании процессов окисления наночастиц, вероятно, 
обусловлены тем, что при потенциале предварительного электролиза -2.5 В 
происходит более полное восстановление Fe3O4 до Fe
0, а при менее 
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отрицательном потенциале предварительного электролиза (-1.3 В) в 
приэлектродном слое присутствуют также ионные формы железа. В связи с 
этим, дальнейшие исследования электрохимического отклика от наночастиц 
проводили только после электролиза при потенциале -2.5 В. 
Исследования влияния факторов внешней среды на характер 
исследуемых процессов и выбор оптимальных условий формирования 
электрохимического отклика позволит получить стабильный аналитический 
сигнал для дальнейшего использования в электрохимическом 
иммуноанализе. 
 
3.4. Исследование влияния модифицирующего покрытия на динамику 
агрегирования и характер электропревращений наночастиц Fe3O4  
Суспензии наночастиц, являясь коллоидной системой и обладая 
нескомпенсированным зарядом и развитой поверхностью, имеют тенденцию 
к образованию агломератов. Изучение агрегативной устойчивости суспензий 
модифицированных наночастиц Fe3O4 - актуальная задача, поскольку это 
один из ключевых факторов, определяющих возможность их применения в 
данном варианте электрохимического иммуноанализа. Известно, что 
модификация поверхности наночастиц некоторыми органическими 
полимерами приводит к увеличению устойчивости коллоидной системы 
[235]. 
С целью изучения кинетики процессов агломерации наночастиц 
магнетита, модифицированных хитозаном и 3-
аминопропилтриэтоксисиланом и выбора наиболее устойчивых суспензий с 
максимальной концентрацией, визуальному наблюдению в течение 90 мин 
были подвергнуты суспензии немодифицированных наночастиц, наночастиц, 
модифицированных хитозаном и наночастиц, модифицированных 3-
аминопропилтриэтоксисиланом. Полученные результаты приведены в 
таблице 8.  
76 
Таблица 8 – Исследование устойчивости суспензий наночастиц во времени 
методом визуального наблюдения 
Концентрация 
суспензии 
наночастиц, г/л 
Время, мин 
Наличие визуально различимых агрегатов 
Fe3O4 
Fe3O4–
хитозан 
Fe3O4-3-
аминопропил 
триэтоксисилан 
0.1 
10 - - - 
30 - - - 
60 - - - 
90 - - - 
0.2 
10 - - - 
30 + - - 
60 + - - 
90 + - - 
0.3 
10 - - - 
30 + - - 
60 + - - 
90 + - + 
0.4 
10 + - - 
30 + - - 
60 + - + 
90 + + + 
 
Как видно из таблицы, визуально различимые агрегаты наблюдаются 
главным образом в суспензиях немодифицированных наночастиц при 
длительном наблюдении (30 минут и более). Наибольшей седиментационной 
и агрегативной устойчивостью обладают наночастицы магнетита, 
модифицированные хитозаном. Для них характерна устойчивость суспензий 
с концентрацией 0.4 г/л в течение 60 минут. Наночастицы магнетита, 
модифицированные 3-аминопропилтриэтоксисилана также устойчивы в 
максимальной концентрации 0.4 г/л, но в течение только 30 минут.  
Таким образом, полученные результаты указывают на возможность 
использования в электрохимическом иммуноанализе суспензий 
модифицированных наночастиц магнетита с максимальной концентрацией 
0.4 г/л. 
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Наличие модифицирующих агентов в составе наночастиц Fe3O4 может 
повлиять на характер электропревращений исследуемого материала. Были 
зарегистрированы линейные вольтамперограммы предварительно 
восстановленных немодифицированных наночастиц магнетита и наночастиц, 
модифицированных хитозаном и 3-аминопропилтриэтоксисиланом (рисунок 
13). 
 
 
Рисунок 13 – Анодные вольтамперограммы, зарегистрированные на 
рабочем платиновом электроде, модифицированном наночастицами Fe3O4 
(1), Fe3O4-хитозан (2) и Fe3O4-3-аминопропилтриэтоксисилан (3). Потенциал 
предварительного электролиза -2.5 В, время электролиза 60 с, скорость 
развертки потенциала 0.05 В/с, концентрация наночастиц в 
модифицирующей суспензии 0.1 г/л, фоновый электролит 0.1 М LiClO4 в 
ацетонитриле 
 
Зарегистрированные вольтамперограммы практически идентичны по 
величине анодного тока. Небольшой сдвиг потенциала пика в анодную 
область может быть обусловлен влиянием полярного полимерного покрытия, 
которое облегчает процесс окисления наночастиц Fe3O4. Таким образом, 
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электрохимический отклик в действительности соответствует процессу 
окисления предварительно восстановленных наночастиц магнетита. Наличие 
модифицирующего покрытия не влияет на характер электропревращений 
наночастиц магнетита в апротонной среде. Таким образом, наночастицы 
Fe3O4, модифицированные хитозаном и 3-аминопропилтриэтоксисиланом, 
могут быть использованы в качестве прямой сигналообразующей метки в 
электрохимическом иммуноанализе.  
 
3.5. Выбор оптимальных условий формирования аналитического 
сигнала от наночастиц магнетита 
3.5.1. Природа фонового электролита 
На рисунке 14 представлены анодные вольтамперограммы полученные 
на платиновом электроде, модифицированном наночастицами Fe3O4, 
подвергнутому предварительному восстановлению при потенциале -2.5 В с 
использованием в качестве фоновых электролитов 0.1 М растворов 
гексафторфосфата аммония, тетрафторбората тетрабутиламмония или 
перхлората лития в ацетонитриле.  
 
Рисунок 14 - Анодные вольтамперограммы, полученные на платиновом 
электроде, модифицированном наночастицами Fe3O4. Потенциал 
предварительного электролиза -2.5 В. Фоновый электролит: 0.1 М раствор 
NH4PF6 (1), Bu4NBF4 (2), LiClO4 (3) в ацетонитриле 
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Как видно из рисунка, присутствие в фоновом электролите ионов лития 
способствует электрохимическим превращениям наночастиц Fe3O4 в 
апротонной среде в заданных условиях. Вероятно, это связано с 
образованием промежуточных интерметаллических соединений железа и 
лития в кристаллической решетке магнетита на поверхности рабочего 
электрода [239]. Таким образом, в качестве фонового электролита был 
выбран раствор LiClO4 с концентрацией 0.1 М.  
Влияние протонирования среды на процессы окисления 
предварительно восстановленных наночастиц магнетита исследовали путем 
внесения в раствор фонового электролита добавок раствора бензойной 
кислоты в ацетонитриле (рисунок 15). 
 
 
Рисунок 15 - Линейные вольтамперограммы, полученные на платиновом 
электроде, модифицированном наночастицами Fe3O4. Потенциал 
предварительного электролиза -2.5 В. Концентрация исходного раствора 
бензойной кислоты 0.01 М. Объем электрохимической ячейки 10 мл 
 
Полученные данные свидетельствуют о том, что введение протонов в 
фоновый электролит затрудняет протекание процессов электропревращений 
наночастиц, что отражается, в том числе, и на величине анодного тока 
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(рисунок 15). По-видимому, в апротонной среде при выбранных условиях 
окислительно-восстановительные превращения наночастиц существенно 
облегчены и, следовательно, сигналы более выражены. 
3.5.2. Время электролиза и скорость развертки потенциала 
На рисунке 16 представлены зависимости величины максимального 
тока окисления продуктов, предварительно восстановленных наночастиц от 
времени предварительного электролиза. 
 
Рисунок 16 - График зависимости величины максимального тока 
окисления продуктов, предварительно восстановленных наночастиц 
магнетита на поверхности платинового электрода от времени 
предварительного электролиза. Потенциал предварительного электролиза -
2.5 В. Концентрация наночастиц в исходной суспензии 0.1 г/л. Скорость 
развертки потенциала 0.05 В/с 
 
Максимальная величина анодного тока наблюдается после электролиза 
в течение 60 секунд. Подобное распределение вероятно обусловлено как 
диффузионным отводом продуктов промежуточных превращений 
наночастиц из приэлектродного слоя, так и энергетическими изменениями 
при переходе от нанофазы к микрофазе при дальнейшем увеличении времени 
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электролиза. Поэтому, дальнейшие исследования проводили после 60 секунд 
электролиза при потенциале -2.5 В. 
На рисунке 17 приведены линейные вольтамперограммы и график 
зависимости величины максимального тока окисления от скорости развертки 
потенциала после предварительного электролиза наночастиц на поверхности 
рабочего электрода при потенциале -2.5 В. 
 
Рисунок 17 - Линейные вольтамперограммы (а) и график зависимости (б) 
величины максимального тока окисления от скорости развертки потенциала 
после предварительного электролиза наночастиц магнетита на поверхности 
платинового электрода при потенциале -2.5 В в течение 60 с. Концентрация 
наночастиц в исходной модифицирующей суспензии 0.1 г/л 
 
При увеличении скорости развертки потенциала до 0.5 В/с (рисунок 
17), происходит пропорциональное увеличение максимального тока 
окисления продуктов, предварительно восстановленных наночастиц. При 
дальнейшем увеличении скорости развертки, рост максимального тока 
окисления продуктов, предварительно восстановленных наночастиц, не 
наблюдается, на графике функции I=f(v) образуется плато. Кроме того, имеет 
место сдвиг потенциала окисления продуктов, предварительно 
восстановленных наночастиц магнетита в область больших значений, а также 
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существенное увеличение полуширины пика. Таким образом, оптимальной 
для проведения дальнейших исследований является скорость развертки 
потенциала 0.5 В/с.  
3.5.3. Материал рабочего электрода  
Исследования характера электропревращений наночастиц магнетита в 
апротонных средах были проведены с использованием в качестве рабочего 
электрода платинового диска, впрессованного во фторопласт (производство 
«Metrohm», Швейцария). Данный электрод имеет низкое электрическое 
сопротивление и рабочую поверхность, близкую к идеальной. Однако 
высокая стоимость таких электродов не позволяет использовать их в качестве 
основы для создания электрохимического иммуносенсора. В этом случае 
большие перспективы имеют недорогие в производстве, удобные в 
эксплуатации, нетоксичные и простые в утилизации планарные электроды. 
В настоящей работе в качестве основы для разработки бесферментного 
электрохимического иммуносенсора первоначально были выбраны 4 типа 
планарных электродов (рисунок 18). 
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Рисунок 18 – Типы планарных электродов, перспективных в качестве основы 
для разработки электрохимического иммуносенсора. 1 – планарный 
платиновый электрод; 2 – толстопленочный графитсодержащий электрод с 
алюминиевым токоподводом; 3 - толстопленочный графитсодержащий 
электрод токоподводом из серебросодержащей пасты; 4- толстопленочный 
графитсодержащий электрод 
 
На рисунке 19 приведены анодные вольтамперограммы окисления 
продуктов восстановления наночастиц магнетита в ацетонитриле при 
потенциале -2.5 В, полученные с использованием 4 типов планарных 
электродов. 
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Рисунок 19 – Анодные вольтамперограммы, полученные на электродах    
1-4 с нанесенными на поверхность наночастицами Fe3O4. Потенциал 
предварительного электролиза -2.5 В, время электролиза 60 с, скорость 
сканирования 0.5 В/с, концентрация наночастиц в модифицирующей 
суспензии 0.1 г/л, фоновый электролит 0.1 М LiClO4 в ацетонитриле 
 
Из рисунка видно, что аналитический сигнал уменьшается в ряду 1-4, 
то есть при переходе от платинового к углеродному индикаторному 
электроду. Причиной этого, по-видимому, является различие величин 
электрического сопротивления, а также сопротивления переноса заряда для 
каждого из планарных электродов. Измерения величины сопротивления 
переноса заряда проводили методом электрохимической импедансной 
спектроскопии с использованием в качестве модельной системы 
эквивалентной ячейки Рэндлса (рисунок 20).  
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Рисунок 20 – Диаграммы Найквиста, полученные в ячейке с рабочими 
планарными электродами 4 типов. Рабочий раствор 0.001 М ферроцен в 
ацетонитриле (+фоновый электролит 0.1 М LiClO4 в ацетонитриле). Диапазон 
частот 100 000 – 100 Гц, амплитуда изменения сигнала 0.02 В 
 
Из рисунков видно, что при увеличении сопротивления переноса 
заряда в ряду 1-4 происходит уменьшение электрохимического отклика от 
метки, локализованной на поверхности индикаторного электрода. Данные 
электрохимического импеданса коррелируют с вольтамперометрическими 
измерениями. В дальнейших исследованиях в качестве рабочего электрода 
использовали планарный платиновый электрод. 
При оптимальных условиях формирования и детектирования 
аналитического сигнала, была получена градуировочная зависимость 
величины максимального тока окисления наночастиц, предварительно 
восстановленных на поверхности планарного платинового электрода, от их 
концентрации в исходной модифицирующей суспензии (рисунок 21). 
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Рисунок 21 - Градуировочная зависимость величины максимального тока 
окисления наночастиц, предварительно восстановленных на поверхности 
планарного платинового электрода, от их концентрации в исходной 
модифицирующей суспензии. Потенциал предварительного электролиза -2.5 
В, время электролиза 60 секунд, скорость развертки потенциала 0.5 В/с, 
фоновый электролит 0.1 М раствор LiClO4 в ацетонитриле 
 
Однако, как было показано ранее (рисунок 17) увеличение скорости 
развертки потенциалов приводит к существенному уширению пика. Это 
неизбежно влечет за собой ухудшение аналитических характеристик 
электрохимического сигнала. Поэтому в данном случае целесообразно 
использовать в качестве количественной характеристики аналитического 
сигнала не величину максимального тока окисления продуктов, 
предварительно восстановленных наночастиц магнетита, а количество 
электричества, израсходованное на их окисление. Такая градуировочная 
зависимость для процесса окисления продуктов, предварительно 
восстановленных наночастиц на поверхности рабочего электрода при 
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потенциале Е=-2.5 В, также была получена в диапазоне концентраций 
модифицирующей суспензии 0.05-0.5 г\л:  
Q(мКл)=(3.91±0.23)Cмагнетита(г/л) + (0.10±0.03) [240]. 
Таким образом, проведенные электрохимические исследования 
показали, что наночастицы Fe3O4 действительно могут служить надежной 
сигналообразующей меткой, способной при выбранных условиях 
генерировать выраженный и стабильный отклик, для дальнейшего 
использования в электрохимическом иммуноанализе с использованием 
планарного платинового электрода. 
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ГЛАВА 4. ЭЛЕКТРОХИМИЧЕСКИЕ ИММУНОСЕНСОРЫ НА 
ОСНОВЕ НАНОЧАСТИЦ МАГНЕТИТА 
Настоящая глава диссертационной работы посвящена разработке 
электрохимических иммуносенсоров для определения бактерий Escherichia 
coli ATCC 25992 и Staphylococcus aureus B-1266 с использованием в качестве 
метки наночастиц «Fe3O4-хитозан» и «Fe3O4-3-аминопропилтриэтоксисилан». 
 
4.1.Исследование процессов взаимодействия наночастиц магнетита 
с бактериальными клетками 
Механизмы процессов эндоцитоза бактериальных клеток активно 
изучаются в настоящее время. Из литературы известно, что существует 
несколько этапов взаимодействия наночастицы и бактериальной клетки. На 
первом этапе происходит их механическое соприкосновение и поверхностное 
слияние за счет электростатических сил, адгезии и сил Ван-дер-Ваальса. 
Последующее взаимодействие наноматериала с бактериальной клеткой 
может протекать по различным механизмам в зависимости от размеров, 
строения и состава частиц, а также структуры мембраны клетки [241]. В 
общем случае выделяют на 2 группы бактерий: грамотрицательные и 
грамположительные. В основе такой классификации лежит способ окраски 
по Граму [242]. Клеточная стенка грамположительных бактерий более 
плотная, имеет трехслойную складчатую структуру, состоящую из 
липополисахаридов и белков, в отличие от более тонкой и проницаемой 
мембраны грамотрицательных бактерий. В связи с этим, можно 
предположить, что и наночастицы с клетками грамположительных и 
грамотрицательных бактерий будут взаимодействовать по-разному. Целью 
данной главы диссертационной работы является исследование кинетики 
процессов клеточного эндоцитоза наночастиц магнетита бактериальными 
клетками методом просвечивающей электронной микроскопии и выбор 
оптимальных условий удерживания наночастиц клетками бактерий. 
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4.1.1. Электронно-микроскопические исследования процессов 
взаимодействия наночастиц Fe3O4 с бактериями Escherichia coli ATCC 
25992 
Из литературы известно, что покрытие наночастиц биосовместимыми 
полимерами существенно облегчает их проникновение в клеточную 
мембрану [235]. В связи с этим поверхность наночастиц магнетита была 
модифицирована биосовместимым полимером – хитозаном.  
На рисунке 22 приведены электронные микрофотографии 
бактериальных клеток E. coli после взаимодействия с наночастицами Fe3O4, 
модифицированными и немодифицированными хитозаном. 
 
 
Рисунок 22 – Электронные микрофотографии ультратонкого среза клеточной 
культуры Escherichia coli ATCC 25992 после 30 мин инкубации с 
наночастицами магнетита, модифицированными (а) и 
немодифицированными (б) хитозаном. Т=(37±0.1)0С. Места включения 
наночастиц в клеточную мембрану указаны стрелками 
 
На микрофотографиях отчетливо видны темные области, указывающие 
места локализации наночастиц на поверхности микробной клетки. Причем, за 
одинаковый промежуток времени количество модифицированных хитозаном 
наночастиц, поглощенных клеткой, (рисунок 22 а) существенно превышает 
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количество немодифицированных Fe3O4, захваченных бактериями E. coli 
(рисунок 22 б). Кроме того, в случае взаимодействия клеток Escherichia coli 
ATCC 25992 с наночастицами магнетита, модифицированными хитозаном, 
наблюдается более равномерное внедрение наночастиц в мембрану 
бактериальной клетки по сравнению с немодифицированными 
наночастицами. Поэтому, в дальнейших исследованиях по взаимодействию 
бактерий E. coli с магнетитом использовали наночастицы состава «Fe3O4-
хитозан». На рисунке 23 приведены электронные микрофотографии, 
полученные после 10 20 и 30 минут взаимодействия наночастиц «Fe3O4-
хитозан» бактериальными клетками E. coli.  
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Рисунок 23 - Электронные микрофотографии ультратонкого среза клеточной 
культуры Escherichia coli ATCC 25992  после 10 минут инкубации с 
наночастицами магнетита, модифицированными  хитозаном. Т=(37±0.1)0С  
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На микрофотографиях отчетливо видны бактериальные клетки 
Escherichia coli ATCC 25992, а также темные скопления сферических 
образований, соответствующие наночастицам. Из рисунка 23 (а) видно, что 
после 10 минут инкубации наночастицы практически не проникают в 
мембрану бактериальной клетки. После 20 минут инкубации (рисунок 23 б) 
наблюдаются единичные проявления эндоцитоза, наночастицы проникают во 
внешние слои мембраны бактериальной клетки. После 30 минут 
взаимодействия наночастиц «Fe3O4-хитозан» бактериальными клетками E. 
coli (рисунок 23 в) наблюдается множественное выраженное проникновение 
их как в клеточную мембрану, так и во внутриклеточное пространство. 
Таким образом, с увеличением времени инкубирования бактериальные 
клетки Escherichia coli ATCC 25992 поглощают большее количество 
модифицированных хитозаном наночастиц Fe3O4. Максимальную 
выраженность процессов эндоцитоза наблюдали после 30 минут 
инкубирования. 
4.1.2. Электронно-микроскопические исследования процессов 
взаимодействия наночастиц Fe3O4 с бактериями Staphylococcus aureus B-
1266 
Как известно, клеточная стенка грамположительных бактерий 
представляет собой полианион вследствие наличия на ее поверхности 
функциональных групп карбоновых кислот, входящих в состав мембранных 
белков [241]. Таким образом, более эффективно с такими бактериями будут 
взаимодействовать наночастицы, имеющие в своей структуре свободные 
аминогруппы. В этом случае помимо электростатического взаимодействия, 
вероятно, имеет место образование ковалентной связи и наночастицы, таким 
образом, прочно удерживаются на поверхности клеточной стенки бактерии. 
Электронные микрофотографии, полученные до и после 10, 20 и 30 
мин инкубирования бактерий Staphylococcus aureus B-1266 с наночастицами 
магнетита, модифицированными 3-аминопропилтриэтоксисиланом, 
представлены на рисунке 24. 
93 
 
Рисунок 24 – Электронные микрофотографии ультратонких срезов 
бактериальных клеток Staphylococcus aureus B-1266 полученные до (а) и 
после 10 (б), 20 (в) и 30 минут (г) инкубации с наночастицами магнетита, 
модифицированными 3-аминопропилтриэтоксисиланом. Т=(37±0.1)0С 
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На микрофотографиях отчетливо видны грамположительные 
бактериальные клетки Staphylococcus aureus B-1266 и наночастицы в 
большом количестве. Тонкие темные ареолы, окружающие клетку, 
соответствуют плотной клеточной стенке из пептидогликана толщиной около 
10 нм. Внешний край клетки не имеет четких границ. 
После 10 минут инкубации (рисунок 24 а) на микрофотографиях видны 
единичные случаи вкрапления наночастиц в клеточную стенку бактерий. 
Утолщения и уплотнения клеточной стенки за счет адсорбции магнетита 
практически не происходит. 
По истечении 20 и 30 минут взаимодействия (рисунок 24 б и в) имеет 
место существенное утолщение клеточной стенки бактерии и увеличение ее 
плотности. Это свидетельствует о выраженном взаимодействии наночастиц 
магнетита с бактериальной клеткой. Внешние границы клетки приобретают 
четкий контрастный контур. Наночастицы равномерно «встраиваются» в 
бактериальную клетку. На микрофотографии видны отдельные стадии 
процесса эндоцитоза. Клеточная стенка бактерии насыщена наночастицами. 
После 30 минут инкубирования небольшие группы наночастиц углублены 
внутрь клетки. Имеет место выраженное агрегирование наночастиц на 
поверхности клетки и в межклеточном пространстве 
Таким образом, в дальнейших исследованиях время взаимодействия 
наночастиц «Fe3O4-3-аминопропилтриэтоксисилан» составляет не менее 20 
минут.  
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4.3. Получение прямого электрохимического отклика от 
наночастиц магнетита, включенных в иммунокомплекс на поверхности 
рабочего электрода 
На данном этапе работы проведены исследования применения 
магнитных наночастиц «Fe3O4-хитозан» и «Fe3O4-3-
аминопропилтриэтоксисилан» в качестве прямой сигналообразующей метки 
для определения содержания бактерий Escherichia coli ATCC 25992 и 
Staphylococcus aureus B-1266 соответственно. Процедура проведения 
электрохимического иммуноанализа приведена на рисунке 25 и состоит из 4 
стадий: 
 
Рисунок 25 – Схема проведения электрохимического иммуноанализа 
 
На первой стадии (инкубация) в пробу, содержащую определяемые 
бактерии помещали избыток модифицированных наночастиц магнетита в 
виде суспензии, после чего смесь выдерживали 30 минут при температуре 
(37±0.1) 0С. 
На второй стадии проводили отделение несвязавшихся 
модифицированных наночастиц магнетита в течение 5 минут с 
использованием постоянного магнита с напряженностью магнитного поля 
31.83·103 А/м. 
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На третьей стадии в пробирку с исследуемой пробой помещали 
рабочий электрод с нанесенными на поверхность антителами, специфичными 
к определяемому штамму бактерий. Процедуру образования 
иммунокомплекса также проводили в инкубаторе при постоянной 
температуре (37±0.1) 0С. С целью ускорения доставки меченых бактерий к 
поверхности рабочего электрода и интенсификации процесса образования 
иммунокомплекса, данную стадию проводили на магнитном штативе с 
напряженностью магнитного поля 31.83·103 А/м.  
На четвертой стадии рабочий электрод, содержащий на поверхности 
меченный иммунокомплекс, помещали в трехэлектродную ячейку, 
содержащую в качестве фонового электролита 0.1 М раствор LiClO4 в 
ацетонитриле, и регистрировали электрохимический отклик от наночастиц 
магнетита, включенных в иммунокомплекс на поверхности рабочего 
электрода. 
С целью исключения получения ложных результатов, вызванных 
неспецифической сорбцией на поверхности электрода, каждую серию 
проведенных экспериментов дополняли «холостым опытом», который 
заключался в том, что на поверхность рабочего электрода не были нанесены 
антитела.  
В данном случае, принимая во внимание предложенную процедуру 
электрохимического иммуноанализа, можно полагать, что величина 
электрохимического отклика от наночастиц магнетита, включенных в 
иммунокомплекс на поверхности электрода, будет пропорционально 
изменяться с изменением содержания определяемых бактерий в исследуемой 
пробе. На рисунке 26 приведены анодные вольтамперограммы, полученные 
на планарном платиновом электроде, не содержащем и содержащем 
иммунокомплекс «Fe3O4-хитозан – бактерии E.coli – антитела против E.coli» 
на поверхности. 
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Рисунок 26 - Анодные вольтамперограммы, полученные на планарном 
платиновом электроде не содержащем (1) и содержащем (2) иммунокомплекс 
«Fe3O4-хитозан – бактерии E.coli – антитела против E.coli» (а) и «Fe3O4-3-
аминопропилтриэтоксисилан – бактерии S. aureus – антитела против 
S.aureus» (б) на поверхности. Концентрация бактерий E. coli в модельной 
суспензии 104 КОЕ/мл, St. aureus – 104 КОЕ/мл. Концентрация наночастиц в 
исходной суспензии 0.4 г/л. Потенциал предварительного электролиза -2.5 В, 
время электролиза 60 с, скорость развертки потенциала 0.5 В/с 
 
Из рисунка видно, что в случае, если на электроде присутствует 
меченый наночастицами магнетита иммунокомплекс, на вольтамперограмме 
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имеет место выраженный пик окисления метки. В противном случае в 
исследуемом интервале потенциалов электрохимического отклика магнетита 
не наблюдается. Таким образом, электрохимический отклик от наночастиц 
магнетита, включенного в иммунокомплекс на поверхности рабочего 
электрода, действительно может служить источником информации о 
количестве бактерий в исследуемых пробах. Включение в процедуру 
иммуноанализа стадий магнитной сепарации и магнитного 
концентрирования позволяет увеличить чувствительность и точность 
определения бактериальных агентов [232]. 
 
4.4. Выбор оптимальных условий формирования меченного 
наночастицами магнетита иммунокомплекса на поверхности 
планарного платинового электрода 
4.4.1. Способ иммобилизации антител на поверхности рабочего 
электрода  
Электрохимический иммуносенсор представляет собой планарный 
электрод, поверхность которого модифицирована антителами к 
определяемому штамму бактерий. Способ закрепления антител на 
поверхности электрода во многом определяет стабильность и 
чувствительность иммуносенсора, поэтому в рамках данной 
диссертационной работы проведены сравнительные исследования 
нескольких различных способов иммобилизации антител на поверхности 
рабочего электрода.  
Самый простой способ заключается в физической иммобилизации 
антител путем нанесения их на поверхность электрода при помощи 
микропипетки и последующего высушивания на воздухе. Проблема в том, 
что истинная поверхность рабочего электрода неоднородна и в несколько раз 
превышает его геометрическую поверхность. Также в данном случае 
возникает проблема пространственного ориентирования вариабельных 
99 
участков антител, ответственных за специфичность и чувствительность 
иммуносенсора. 
Другой подход к решению данной задачи основан на способности 
антител к ковалентному взаимодействию с серосодержащими 
функциональными группами на поверхности электрода. Преимуществом 
данного принципа иммобилизации, помимо более прочного удерживания, 
также является возможность пространственного ориентирования антител на 
поверхности электрода [243, 244]. В данной диссертационной работе 
представлено 2 способа иммобилизации антител в рамках такого подхода: 
нанесение на поверхность электрода золотой пленки методом 
электроосаждения из раствора соли золота с ее последующей химической 
активацией и использование предварительно активированных углеродных 
нанотрубок. Модифицированный рабочий электрод погружали в суспензию 
антител на 30 минут.  
Эффективность иммобилизации антител исследовали методом 
электрохимического импеданса, измеряя сопротивление переноса заряда в 
эквивалентной ячейке Рэндлса до и после модифицирования рабочего 
электрода антителами (таблица 9).  
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Таблица 9 – Результаты измерения сопротивления переноса заряда в 
эквивалентной ячейке Рэндлса (0.001 М раствор ферроцена в ацетонитриле) 
до и после модифицирования рабочего электрода антителами (n=5, P=0.95) 
R, кОм 
Планарный 
платиновый 
немодифицированн
ый 
электрод 
(тип 1) 
Планарный 
платиновый 
электрод с 
электроосажденн
ой золотой 
пленкой 
(тип 2) 
Планарный 
платиновый 
электрод, 
модифицированн
ый нанотрубками 
(тип 3) 
До 
иммобилизаци
и антител 
42.8±1.8 30.8±2.3 53.2±1.5 
После 
иммобилизаци
и антител  
112.0±1.4 89.4±1.6 67.8±1.5 
 
Полученные экспериментальные данные указывают на стабильность 
электродов в течение минимум 5 циклов измерения электрохимического 
импеданса. Наибольшее количество антител присутствует на электроде в 
результате физической иммобилизации. Вероятно, это связано с 
пространственными ограничениями, обусловленными ориентированным 
распределением антител на электродах, модифицированных пленкой золота 
или углеродными нанотрубками. Несмотря на это, ориентированное 
расположение антител на поверхности электрода может улучшить 
чувствительность электрохимического иммуносенсора за счет уменьшения 
стерических затруднений на стадии образования иммунокомплекса. В связи с 
этим были проанализированы 5 модельных суспензий бактерий 
Staphylococcus aureus B-1266 (от 10 до 105 КОЕ/мл) с использованием 
планарных платиновых электродов трех типов (рисунок 27). 
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Рисунок 27 – Градуировочные зависимости величины аналитического 
сигнала наночастиц Fe3O4 от содержания бактерий Staphylococcus aureus B-
1266 в модельных суспензиях, полученные с использованием планарных 
платиновых сенсоров типов 1-3. Концентрация наночастиц в исходной 
суспензии 0.4 г/л. Потенциал предварительного электролиза -2.5 В, время 
электролиза 60 с, скорость развертки потенциала 0.5 В/с. 
1 - планарный платиновый электрод, 2 - планарный платиновый электрод с 
электроосажденной золотой пленкой, 3 - планарный платиновый электрод, 
модифицированный нанотрубками 
 
Как видно из рисунка, максимальная чувствительность 
электрохимического иммуносенсора наблюдается в случае применения 
сенсора 1 типа. В случае применения сенсоров 2 типа, также сохраняется 
достаточно высокая чувствительность определения. 
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В случае применения сенсора тип 3 чувствительность определения 
заметно снижена. Это может быть обусловлено как большим сопротивлением 
переноса электрона (см. табл. 9), так и меньшим количеством 
иммобилизованных антител по сравнению с электродами 1 и 2 типа. 
Аналогичные результаты получены и в случае определения бактерий 
Escherichia coli ATCC 25992. Вероятно, ориентированное расположение 
антител на поверхности электрода приводит к уменьшению общего 
количества антигенсвязывающих центров вследствие возникновения 
стерических затруднений. Кроме того, в данном случае важную роль играет 
именно общее количество антител на электроде, а не их пространственная 
ориентация, т. к. при проведении исследований были использованы 
поликлональные антитела.  
Таким образом, проведенные исследования показали, что в качестве 
рабочего электрода для разработки электрохимических иммуносенсоров 
могут быть использованы планарные платиновые электроды с физически 
иммобилизованными антителами и модифицированные антителами методом 
ковалентного взаимодействия с электроосажденной пленкой золота на их 
рабочей поверхности. Однако, учитывая близкие по величине коэффициенты 
чувствительности (рисунок 27), результаты измерения электрохимического 
импеданса (таблица 9), а также затраты на изготовление, в качестве рабочего 
электрода для разработки электрохимического иммуносенсора был выбран 
планарный платиновый электрод, модифицированный антителами методом 
физической иммобилизации. 
4.4.2. Концентрация суспензии наночастиц магнетита  
Предложенная процедура проведения электрохимического 
иммуноанализа включает в себя стадию инкубирования бактерий с 
избыточным количеством наночастиц магнетита. Результаты проведенных 
исследований (таблица устойчивости), показали, что наночастицы «Fe3O4-
хитозан» и «Fe3O4-3-аминопропилтриэтоксисилан» проявляют 
седиментационную устойчивость в течение 30 минут в диапазоне 
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концентраций 0.3-0.4 г/л. Нами для получения электрохимического отклика 
от меченого наночастицами иммунокомплекса на поверхности рабочего 
электрода были выбраны 3 суспензии с концентрацией наночастиц 0.3, 0.4 и 
0.5 г/л (рисунок 28). 
 
Рисунок 28 – Градуировочные зависимости величины аналитического 
сигнала от концентрации бактерий Staphylococcus aureus B-1266 в модельных 
суспензиях (10-105 КОЕ/мл). Концентрация наночастиц Fe3O4 на стадии 
инкубации составляла: 1 - 0.4 г/л, 2 – 0.3 г/л, 3 – 0.5 г/л. Потенциал 
предварительного электролиза -2.5 В, время электролиза 60 с, скорость 
развертки потенциала 0.5 В/с 
 
Как видно из рисунка, максимальное значение показателя 
чувствительности и коэффициента детерминации достигается в случае 
использования суспензии наночастиц магнетита с концентрацией 0.4 г/л. 
Таким образом, оптимальной для инкубирования является суспензия, 
содержащая 0.4 г/л наночастиц Fe3O4. Аналогичные результаты получены и в 
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случае определения бактерий Escherichia coli ATCC 25992. В случае 
использования более концентрированной суспензии (0.5 г/л), 
чувствительность определения бактерий снижается (рисунок 28-3). 
Вероятной причиной этого является агломерация наночастиц Fe3O4. 
Применение менее концентрированной суспензии (0.3 г/л) приводит к 
уменьшению в 10 раз диапазона линейности (на графике рисунок 28-2 
образуется плато). Вероятно, недостаточное количество наночастиц на 
стадии инкубирования приводит к обратному эффекту: к одной 
модифицированной полимером наночастице может одновременно 
присоединиться несколько бактерий. В этом случае образуются меченые 
конгломераты «бактерия-наночастица-бактерия». 
4.4.3. Кислотность среды  
Известно, что большое влияние на кинетику процессов клеточного 
эндоцитоза оказывает электростатическое взаимодействие наночастиц с 
микробными клетками. Так, авторы [245] показали влияние рН фонового 
раствора на эффективность адсорбции наночастиц бактериальными 
клетками. 
В настоящей диссертационной работе также были проведены 
исследования влияния рН буферного раствора на процессы эндоцитоза 
бактерий E. coli с наночастицами «Fe3O4-хитозан» и бактерий St. aureus с 
наночастицами «Fe3O4-3-аминопропилтриэтоксисилан». Исследования 
проводили в ацетатных буферных растворах с рН=4, 5, 5.5, 6, 7 (рисунок 29). 
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Рисунок 29 – Зависимость аналитического сигнала наночастиц, включенных 
в иммунокомплекс на поверхности рабочего электрода, от рН буферного 
раствора. Концентрация бактерий E. coli (1) и St. aureus (2) в модельных 
суспензиях 104 КОЕ/мл. Потенциал предварительного электролиза -2.5 В, 
время электролиза 60 с., скорость развертки потенциала 0.5 В/с 
 
На графике в обоих случаях наблюдается максимум при рН=6. 
Следовательно, максимально эффективное взаимодействие наночастиц с 
бактериальными клетками происходит в слабокислых условиях, поэтому в 
дальнейшем стадии 1-3 иммуноанализа проводили в ацетатном буферном 
растворе, имеющем рН=6. 
Кроме того, в данной диссертационной работе проведены исследования 
влияния на величину электрохимического отклика от метки 
продолжительности стадий инкубирования в случае определения бактерий E. 
coli и St. aureus (рисунок 30). 
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Рисунок 30 - График зависимости электрохимического отклика меченного 
наночастицами иммунокомплекса от времени инкубирования бактерий E. coli 
(1) и St. aureus (2) с наночастицами «Fe3O4-хитозан» и «Fe3O4-3-
аминопропилтриэтоксисилан» соответственно. Концентрация бактерий в 
модельных суспензиях составляла 104 КОЕ/мл  
 
Представленные на рисунке зависимости имеют максимумы. В случае 
определения грамотрицательных бактерий E. coli максимальное значение 
электрохимического отклика от метки наблюдается после 30 мин инкубации, 
а в случае обнаружения грамположительных бактерий St. aureus – через 20 
мин. Вероятно, такое различие обусловлено разными механизмами 
взаимодействия наночастиц магнетита с клетками грамположительных и 
грамотрицательных бактерий. 
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4.5. Анализ содержания бактерий Escherichia coli ATCC 25992  и 
Staphylococcus aureus B-1266 в модельных суспензиях и реальных пробах 
На основании проведенных исследований взаимодействия наночастиц 
с бактериальными клетками и при выбранных оптимальных условиях 
проведения анализа были проанализированы модельные монокомпонентные 
суспензии, каждая из которых содержала только определяемые бактерии (E. 
coli или St. aureus). Суспензии бактериальных клеток готовили методом 
последовательного разбавления. Концентрации целевых аналитов в 
суспензиях составляли 10, 102, 103, 104, 105 КОЕ/мл. Постоянство состава 
суспензий контролировали методом бактериального посева. В качестве метки 
для определения грамотрицательных бактерий на примере E. coli 
использовали наночастицы состава «Fe3O4-хитозан», для определения 
грамположительных бактерий на модели St. aureus – наночастицы «Fe3O4-3-
аминопропилтриэтоксисилан». 
На рисунке 31 приведены градуировочные зависимости величины 
аналитического сигнала метки (наночастиц магнетита), включенной в 
иммунокомплекс на поверхности планарного платинового электрода от 
логарифма концентрации бактерий E. coli (1) и St. aureus (2) в исходных 
суспензиях. 
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Рисунок 31 - Градуировочные зависимости величины аналитического 
сигнала метки (наночастиц магнетита), включенной в иммунокомплекс на 
поверхности планарного платинового электрода от логарифма концентрации 
бактерий E. coli (1) и St. aureus (2) в модельных суспензиях (n=5, P=0.95). 
Концентрация наночастиц в суспензии 0.4 г/л. Потенциал предварительного 
электролиза -2.5 В, время электролиза 60 с, скорость развертки потенциала 
0.5 В/с 
 
Как видно из рисунка, полученные градуировочные зависимости 
линейны. Коэффициент чувствительности в случае определения St. aureus 
выше, чем для E. coli. Предел обнаружения электрохимического 
иммуносенсора в случае определения E. coli составляет 9.3 КОЕ/мл, в случае 
детектирования St. aureus – 8.7 КОЕ/мл. Таким образом, по чувствительности 
электрохимические иммуносенсоры не уступают традиционно используемым 
в лабораторной практике методам определения бактерий. 
Воспроизводимость разработанных электрохимических 
иммуносенсоров также оценивали путем детектирования содержания 
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бактерий E. coli и S. Aureus в модельных суспензиях, содержащих известные 
количества целевых аналитов. Полученные результаты приведены в таблицах 
10 и 11. 
 
Таблица 10 – Оценка воспроизводимости электрохимического 
иммуносенсора для определения бактерий E. coli (n=5, P=0.95) 
Концентрация E.coli в 
модельных 
суспензиях, КОЕ/мл 
СО, % 
Найдено E. coli с использованием 
электрохимического иммуносенсора, 
КОЕ/мл 
10 9.7 10.9±1.31 
10
2
 8.1 (1.10±0.11)·102 
10
3
 5.8 (1.07±0.77)·103 
10
4
 4.3 (1.03±0.55)·104 
10
5
 3.6 (1.00±0.45)·105 
 
Таблица 11 – Оценка воспроизводимости электрохимического 
иммуносенсора для определения бактерий S. aureus (n=5, P=0.95) 
Концентрация S.aureus 
в модельных 
суспензиях, КОЕ/мл 
СО, % 
Найдено S. aureus с использованием 
электрохимического иммуносенсора, 
КОЕ/мл 
10 9.1 10.80±1.30 
10
2
 8.3 (0.86±0.11)·102 
10
3
 7.8 (0.95±0.77)·103 
10
4
 6.3 (1.04±0.55)·104 
10
5
 4.6 (1.03±0.45)·105 
 
Из таблиц видно, что величина относительного стандартного 
отклонения не превышает 10%, что указывает на высокую 
воспроизводимость полученных результатов. 
С целью определения специфичности разработанных иммуносенсоров 
были проанализированы несколько модельных суспензий, каждая из которых 
содержала 104 КОЕ/мл целевой бактерии (E. coli или St. aureus) и такое же 
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количество бактерий Salmonella infantis. Результаты приведены на рисунке 
32. 
 
 
Рисунок 32 – Результаты определения специфичности 
электрохимического иммуносенсора. 1- модельная суспензия, содержащая 
бактерии Salmonella infantis, 2 – модельная суспензия, содержащая целевую 
бактерию E. coli (а) и St. aureus (б). Концентрация бактерий в модельных 
суспензиях 104 КОЕ/мл. Концентрация наночастиц в суспензии 0.4 г/л. 
Потенциал предварительного электролиза -2.5 В, время электролиза 60 с, 
скорость развертки потенциала 0.5 В/с 
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Из рисунка видно, что в случае присутствия в анализируемой пробе 
целевой бактерии, на графике наблюдается выраженный анодный пик. Если 
искомая бактерия в анализируемой пробе отсутствует, пика в данной области 
потенциалов не наблюдается. Полученные результаты свидетельствуют о 
возможности специфичного определения Escherichia coli ATCC 25992  и 
Staphylococcus aureus B-1266 с использованием разработанных 
электрохимических иммуносенсоров. Селективность определения также 
оценивали путем анализа модельных двух- и трех-компонентных смесей 
бактерий, а также реальных пробы. Для оценки правильности полученных 
результатов, исследуемые модельные смеси бактерий анализировали 
параллельно методами ИФА и бактериального посева в независимой 
лаборатории. Полученные результаты приведены в таблицах 12 и 13. 
 
Таблица 12 – Результаты определения содержания бактерий E. coli в 
модельных смесях и реальных пробах с использованием электрохимического 
иммуносенсора, методов ИФА и бактериального посева (n=5, P=0.95, 
tкр=2.67)* 
Объект 
Обнаружено E. coli, КОЕ/мл 
Электрохимический 
иммуносенсор 
ИФА 
Бактериаль
ный посев 
tэксп 
E. coli + M. 
Flavus (1:1) 
(5.00±0.10)·105 (5.01±0.10)·105 ~6·105 0.18 
E.coli + B. 
licheniformis 
(1:1) 
(7.30±0.04)·103 (7.04±0.50)·103 ~6·103 1.37 
E. coli + S. 
infantis (1:1) 
(9.70±0.04)·103 (1.02±0.40)·104 ~104 1.42 
Проба воды из 
природного 
водоема 
(1.00±0.30)·103 (1.03±0.71)·103 ~103 1.23 
Проба воздуха не обнаружено не обнаружено 
не 
обнаружено 
- 
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Таблица 13 – Результаты определения содержания бактерий S. aureus в 
модельных смесях с использованием электрохимического иммуносенсора, 
методов ИФА и бактериального посева (n=5, P=0.95, tкр=2.67)* 
Состав смеси 
Обнаружено S. aureus, КОЕ/мл 
Электрохимиче
ский 
иммуносенсор 
ИФА 
Бактериальны
й посев 
tэксп 
S. aureus + E. coli 
(1:1) 
(1.13±0.91)·103 (1.06±0.11)·103 ~103 1.34 
S. aureus + E. coli 
(1:10) 
(1.12±0.70)·103 (1.09±0.92)·103 ~103 0.73 
S. aureus + E. coli 
(10:1) 
(1.07±0.43)·104 (1.10±0.50)·104 ~104 1.15 
S. aureus + E. coli+ 
B. subilis (1:1:1) 
(1.04±0.38)·104 (1.05±0.53)·104 ~104 0.28 
*Исследования проведены в ФГУН ГНЦ ВБ «Вектор» (г. Новосибирск) 
 
Из таблиц видно, что коэффициенты Стьюдента, рассчитанные исходя 
из результатов определения бактерий методом ИФА и с использованием 
разработанного электрохимического иммуносенсора, во всех случаях не 
превышают теоретического значения. Следовательно, результаты 
определения бактерий разными методами удовлетворительно коррелируют. 
Это указывает на точность определения содержания целевых бактерий 
Escherichia coli ATCC 25992 и Staphylococcus aureus B-1266 в исследуемых 
пробах различного состава с использованием разработанных 
электрохимических иммуносенсоров [246]. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
1. Методом соосаждения синтезированы наночастицы Fe3O4, обладающие 
выраженными магнитными свойствами, используемые в качестве прямых 
сигналообразующих меток. Средний размер наночастиц составил 10 нм. 
Полученные наночастицы модифицированы хитозаном и  
3-аминопропилтриэтоксисланом. Структура, состав, размеры и форма 
наночастиц подтверждены методами электронной микроскопии и ИК-
спектроскопии. 
2. Получен прямой электрохимический отклик от наночастиц магнетита в 
апротонной среде. Исследованы особенности процессов электропревращений 
наночастиц магнетита в апротонных растворах. Предложены вероятные 
механизмы протекания исследуемых процессов: 
 . 
3. Выбран аналитический сигнал для дальнейшего использования в 
электрохимическом иммуноанализе и оптимальные условия его 
формирования (потенциал электролиза -2.5 В, время электролиза 60 с, 
скорость развертки потенциала 0.5 В/с). Получена линейная зависимость 
величины аналитического сигнала от концентрации наночастиц в исходной 
модифицирующей суспензии в диапазоне концентраций 0.05-0.5 г/л: 
Q(мКл)=(3.91±0.23)·CFe3O4(г/л) + (0.10±0.03). 
4. Исследована кинетика процессов взаимодействия наночастиц «Fe3O4-
хитозан» и «Fe3O4-3-аминопропилтриэтоксисилан» с бактериальными 
клетками Escherichia coli ATCC 25992 и Staphylococcus aureus B-1266 
соответственно. Выбрано оптимальное время взаимодействия бактерий с 
наночастицами (30 минут в случае обнаружения E. coli и 20 минут в случае 
обнаружения St. aureus). 
5. Получены линейные зависимости прямого аналитического сигнала 
наночастиц, включенных в иммунокомплекс от концентрации бактерий в 
модельных суспензиях: Q(мКл)=(0.111±0.003)·lgCE.coli + (0.053±0.009), 
Q(мКл)=(0.136±0.002)·lgCSt.aureus + (0.086±0.008). 
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6. Разработаны бесферментные электрохимические иммуносенсоры с 
использованием в качестве прямой сигналообразующей метки наночастиц 
«Fe3O4-хитозан» и «Fe3O4-3-аминопропилтриэтоксисилан» для определения 
бактерий Escherichia coli ATCC 25992 и Staphylococcus aureus B-1266 в 
диапазоне 10 – 105 КОЕ/мл. Предел обнаружения составил: для бактерий 
Escherichia coli ATCC 25992 - 9.3 КОЕ/мл, для бактерий Staphylococcus 
aureus B-1266 – 8.7 КОЕ/мл. Относительное стандартное отклонение не 
превышает 10%. 
7. Точность определения бактерий в модельных суспензиях, и реальных 
пробах подтверждена методами ИФА и бактериального посева. 
Перспективы дальнейшей разработки темы исследований 
заключаются в расширении круга определяемых бактерий. Однако уже на 
данном этапе универсальность иммуносенсора не вызывает сомнений, 
поскольку специфичность определения обусловлена наличием антител на 
рабочей поверхности сенсора, а способность к эндоцитозу характерна 
абсолютно для всех бактерий. Кроме того, планируется проведение 
исследований по адаптации разработанного электрохимического 
иммуносенсора к определению бактерий в других средах, помимо водных 
(кровь, слюна, моча, каловые массы, продукты питания и т. д.). Полученные 
результаты могут стать основой для создания электрохимического экспресс-
анализатора для быстрого и точного определения бактерий в 
полуавтоматическом режиме. 
Таким образом, разработанный бесферментный электрохимический 
иммуносенсор может быть успешно использован в следующих сферах 
деятельности: 
 Экологический мониторинг. 
 Производственный контроль сырья и полуфабрикатов на 
предприятиях пищевой промышленности. 
 Медицинская диагностика инфекционных заболеваний, контроль 
распространения бактериальных патогенов, оценка эффективности лечения.  
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